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TRAVAUX DU LABORATOIRE DE NEUROPHARMACOLOGIE 
(INSERM U.114) 

Plusieurs axes de recherche ont été poursuivis. Ils peuvent être brièvement 
résumés. 

1. INTERACTIONS CELLULAIRES AU COURS DU DÉVELOPPEMENT 
DU SYSTÈME NERVEUX CENTRAL 

1.1. ÉTUDE DES FONCTIONS ET DE LA DIFFÈRENCIATION DES CELLULES 
MICROGLIALES (Responsable de l'équipe : Michel Mallat) 

1.1.1. Influence des macrophages cérébraux sur la différenciation et la vitalité 
neuronale 

a. Neurotoxicité des macrophages cérébraux 

Nous avions précédemment montré que le contact membranaire entre des 
neurones et des macrophages cérébraux de rats en culture peut entrainer une 
mort neuronale ou des rétractions de neurites. Cette neurolyse met en jeu une 
production macrophagique d'ions superoxydes et d'eau oxygénée dont l'excré­
tion est stimulée par les neurones. Cette année nous avons étudié des 
régulations exercées sur cette neurotoxicité macrophagique. En premier lieu, 
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une hétérogenéité fonctionnelle des macrophages selon leur origine intracéré-
brale a pu être mise en évidence. Les macrophages issus du cortex cérébral 
d'embryons de rats se sont révélés systématiquement plus toxiques que leurs 
homologues provenant du mesencéphale, indépendamment de l'origine mesen-
céphalique ou cérébro-corticale des neurones cibles. Cette différence ne sem­
ble pas due à des variations régionales de la capacité absolue des macrophages 
à produire des radicaux oxygénés. En effet, les deux populations macrophagi-
ques produisent des quantités d'eau oxygénées du même ordre de grandeur 
lorsqu'ils sont stimulés par un activateur puissant tel que le TPA (ester de 
phorbol). Par contre, des données préliminaires confortent l'hypothèse alterna­
tive selon laquelle les macrophages mesencéphaliques seraient moins sensibles 
que ceux du cortex cérébral à des stimuli d'origine neuronale. 

Par ailleurs, nous avons recherché des facteurs d'interactions cellulaires 
susceptibles de moduler la neurotoxicité des macrophages cerébraux. Nous 
avons ainsi observé qu'un métabolite de l'acide arachidonique, la PGE2 qui 
peut être synthétisé par les astrocytes et les macrophages cérébraux, réduit 
significativement la mort neuronale induite par les macrophages lorsqu'il est 
introduit dans les cultures. Des résultats analogues ont été obtenus avec un 
agoniste β adrénergique, l'isoprotérénol. Ces résultats suggèrent que les 
neurones noradrénergiques ou des cellules gliales pourraient limiter la nocivité 
des macrophages dans le parenchyme cérébral immature (C. Théry, M. 
Mallat) 

b. Sécrétion de facteurs neurotrophiques par les macrophages cérébraux. 

En dépit de leur capacité à produire des molécules neurotoxiques sous 
l'influence de divers stimuli, les macrophages semblent aussi capables de 
favoriser la différenciation neuronale. Précedemment nous avions observé que 
des milieux de culture préalablement conditionnés par des macrophages céré­
braux favorisaient la différenciation morphologique de précurseurs neuronaux. 
Ces premières expériences suggeraient l'existence d'une production macropha-
gique constitutive de facteurs solubles actifs sur des neurones. Nous avons 
confirmé ces données. Tout d'abord, une stimulation prononcée des taux de 
survie des précurseurs neuronaux est visible lorsque ces précurseurs sont 
ensemencés in vitro à faible densité. Par ailleurs et indépendamment de la 
densité initiale des précurseurs (dans les limites compatibles avec une observa­
tion précise de la morphologie des cellules) des composés d'origine macropha-
gique stimulent d'un facteur 3 à 4 la proportion de neurones emettant des 
prolongements dans un intervalle de 48 heures après la mise en culture. Une 
stimulation peut aussi s'exercer sur des neurones différenciés d'origine stria-
taie, obtenus à l'issue de 8 jours de culture. Dans ce cas, nous avons observé 
que les facteurs macrophagiques favorisent la régénération de neurites dont 
l'ablation a été induite par un traitement protéolytique de ces neurones. La 
stimulation de la régénération apparait nettement dès 4 heures après le début 
de l'exposition des neurones lésés aux sécrétions macrophagiques, 30 % des 
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neurones présentant déjà de nouveaux prolongements (moins de 7 % dans les 
conditions témoins). Les premières données sur la caractérisation biochimique 
de ces facteurs macrophagiques indiquent que la majeure partie de cette 
activité est le fait de protéines (sensibles à la trypsine) d'un poids moléculaire 
supérieur à 12kd. (B. Chamak, M. Mallat). 

1.1.2. Différenciation des cellules microgliales 

a. Production astrocytaire d'un facteur de croissance actif sur les cellules 
microgliales : le M-CSF 

Suite à des premières données sur la régulation de la production astrocy­
taire de M-CSF, nous avons précisé l'effet de cytokines synthétisées par les 
macrophages cérébraux (l'interleukine 1 et le TNF) ou d'agents actifs sur des 
proteines kinases. Les deux cytokines augmentent la concentration des ARNm 
du CSF-1 dans des cultures d'astrocytes primaires ou immortalisés. En liaison 
avec le Dr. E.R. Stanley (New York), nous avons montré que l'augmentation 
des taux de messager est associée à une production accrue du M-CSF dans le 
milieu de culture des cellules. Par ailleurs, un activateur de la protéine 
kinase C, le TPA, stimule également les taux d'ARNm du M-CSF dans une 
lignée d'astrocytes immortalisés, tandis que la staurosporine (inhibiteur de la 
PKC) exerce un effet inverse. Une réduction des taux est aussi observée 
lorsque les astrocytes sont incubés avec un analogue lipophile de l'AMPc (le 
8-Bromo AMPc). 

Ces données suggèrent des rôles antagonistes des protéines kinases A et C 
dans la régulation de l'expression du gène du M-CSF (C. Théry, M. Mallat) 

b. Influence des neurones sur la croissance des macrophages 

L'influence des neurones sur la différenciation microgliale a également été 
examinée en étudiant le devenir de précurseurs macrophagiques issus de 
cultures de moëlle osseuse et introduits en faible quantité dans des cultures de 
neurones embryonnaires. Dans les conditions de culture adaptées à la crois­
sance neuronale (milieu de culture chimiquement défini), nous avons observé 
que ces précurseurs macrophagiques dégénèrent, lorsqu'ils sont isolés ou 
disposés au contact de neurones. Cependant, la survie et la prolifération de 
ces précurseurs est stimulée si l'on ajoute du M-CSF dans le milieu de 
culture. En présence de ce facteur de croissance, le contact avec les neurones 
augmente significativement la prolifération des précurseurs. Cette potentialisa-
tion de l'activité mitogène du M-CSF met en jeu des molécules solubles 
relarguées dans le milieu de cultures par les neurones et dont la nature reste à 
être précisée. Ces premières observations suggèrent l'existence d'une coopéra­
tion entre les astrocytes et les neurones dans la stimulation de la croissance 
microgliale par les astrocytes (mais non les neurones) produisant du M-CSF. 
(A. Dobbertin, M. Mallat) 
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1.2. GÉNÉTIQUE MOLÉCULAIRE DES COMPARTIMENTS STRIATAUX 
ET ANALYSE MOLÉCULAIRE DES NEURONES DOPAMINERGIQUES 
NIGRO-STRIATAUX SOUMIS À UNE PERTURBATION DU MÉTABOLISME 
ÉNERGÉTIQUE 
(Responsable de l'équipe : Matthieu Lévi-Strauss) 

1.2.1. Compartiments striataux 

Le but de notre projet est le clonage d'ADN complémentaires spécifiques 
de chacune des deux populations neuronales qui envahissent le striatum 
embryonnaire et qui sont ainsi à l'origine de sa compartimentation. Nous 
avons choisi de cribler une banque d'ADN complémentaire préparée dans un 
plasmide à partir d'ARN d'hémisphères cérébraux de souriceau nouveau-né, 
avec, successivement, deux sondes radioactives à haute activité spécifique et 
correspondant à de l'ARN de striatum prélevé à E17 et à E20, c'est à dire 
respectivement avant et après l'envahissement de l'ébauche striatale par les 
neurones qui composeront la matrice. 

Nous avons ensuite étudié plus en détail deux ADN complémentaires 
inconnus, qui, par leur expression spécifiquement neuronale et leur enrichisse­
ment dans le striatum embryonnaire, nous ont semblé particulièrement intéres­
sants. 

L'analyse de la séquence nucléotidique de l'ADN complémentaire murin 3.1 
a révélé l'existence de plusieurs petites phases ouvertes de lecture possibles 
dont la plus grande ne dépasse pas 315 bases. Afin d'identifier celle effective­
ment utilisée, nous avons cloné et séquencé l'ADN complémentaire humain 
correspondant au 3.1. La seule phase ouverte de lecture conservée entre ces 
deux espèces code pour une protéine de 68 acides aminés qui n'appartient à 
aucune famille connue. L'ARN messager 3.1 est exprimé par certains neu­
rones durant leur période de prolifération dans la couche germinative bordant 
le ventricule ainsi que durant les quelques jours qui suivent leur migration. 
Très curieusement, les neurones capables de se diviser après la naissance en 
dehors de la couche germinative (cellules des grains du cervelet, de l'hippo­
campe et bulbe olfactif) sont les seuls à exprimer l'ARN 3.1 à l'âge adulte. 

L'ARN 8.5 est également très abondant dans le système nerveux embryon­
naire. Il code pour un polypeptide de 24 kDa. dont un segment est homolo­
gue à une protéine décrite il y a quelques années comme très enrichie dans 
les dendrites des neurones du système nerveux central. Sa caractérisation 
devrait permettre de définir une nouvelle famille de protéines neuronales 
(J.M. Studler, D. Saberan-Djoneidi, M. Lévi-Strauss). 



447 NEUROPHARMACOLOGIE 

1.2.2. Sensibilité des neurones dopaminergiques nigro-striataux 
à une perturbation du métabolisme énergétique 

Plusieurs observations indiquent que les neurones dopaminergiques nigro-
striataux pourraient être particulièrement sensibles à une perturbation de leur 
métabolisme énergétique. Tout d'abord, la mise en évidence d'anomalies 
mitochondriales en dehors du système nerveux au cours de la maladie de 
Parkinson suggère que celles-ci pourraient faire partie des facteurs prédispo­
sant à cette maladie. Ensuite, la sensibilité particulière de la voie nigro-
striatale à l'intoxication par le MPTP (un inhibiteur du complexe I mitochon-
drial) qui affecte peu la voie dopaminergique méso-limbique indique égale­
ment une fragilité particulière des corps cellulaires dopaminergiques de la 
substance noire à une diminution du métabolisme énergétique. 

Nous avons déjà réalisé plusieurs types d'expériences dont les résultats 
indiquent effectivement que les neurones dopaminergiques sont spécialement 
sensibles à l'action de la roténone. 

La recapture de la dopamine, mesurée sur des synaptosomes de striatum de 
souris, est très fortement inhibée par des doses de roténone de 1 0 - 5 M. qui 
affectent beaucoup moins la recapture d'autres neurotransmetteurs tels que la 
sérotonine ou le GABA. Nous avons obtenu le même type de résultats sur 
des neurones embryonnaires de mésencéphale en culture primaire chez les­
quels de faibles doses de roténone inhibent beaucoup plus la recapture de la 
dopamine que celle du GABA. 

De telles expériences indiquent soit que la recapture de la dopamine 
consomme beaucoup plus d'énergie que celle d'autres neurotransmetteurs, 
soit, comme nous le pensons, que les terminaisons dopaminergiques des 
neurones nigro-striataux sont plus sensibles que celles d'autres neurones à la 
diminution de la production d'ATP due à l'action de la roténone. 

Pour démontrer cette dernière hypothèse, l'inhibition de la recapture de la 
dopamine par la roténone a été mesurée sur les terminaisons des neurones 
nigro-striataux et sur celles des neurones méso-limbiques dont les corps 
cellulaires sont situés dans l'aire tegmentale ventrale. Pour cela, des synapto­
somes ont été préparés à partir du striatum dorsal et postérieur (terminaisons 
nigro-striatales), et à partir du noyau accumbens (terminaisons méso-limbi­
ques). Nous avons ainsi observé une inhibition de 60 % de la recapture de la 
dopamine dans le striatum par 1 0 - 5 M. de roténone alors que dans le noyau 
accumbens cette inhibition n'est que de 30 % (I. Marey-Semper, M. Lévi-
Strauss). 
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2. RÉGULATION DES SYSTÈMES DE TRANSDUCTION ASSOCIÉS 
À CERTAINS RÉCEPTEURS MEMBRANAIRES CENTRAUX 

2.1. RÔLES DES INTERACTIONS NEURO-ASTROCYTAIRES DANS LA RÉGULATION 
DE LA NEUROTRANSMISSION GLUTAMATERGIQUE 
(Responsable de l'équipe : Joël Premont) 

Nous avons antérieurement démontré que l'adénosine ou la somatostatine 
potentialisent fortement la production d'inositol phosphates induite par l'acti-
vation des récepteurs α1 noradrénergiques sur des astrocytes de striatum. 
L'analyse du mécanisme mis en jeu dans ce processus suggère que les 
récepteurs de la somatostatine ou Al de l'adénosine sont couplés à une 
phospholipase A2. L'acide arachidonique formé en bloquant la libération de 
glutamate spontanément libéré des astrocytes, provoque une accumulation de 
cet acide aminé dans le milieu extracellulaire et lui permet ainsi d'atteindre 
une concentration suffisante pour stimuler des récepteurs couplés à une 
phospholipase C. Cette stimulation en s'ajoutant à celle induite par l'activa-
tion des récepteurs α1 noradrénergiques peut expliquer l'effet « potentialisa-
teur » du nucléoside ou du peptide (somatostatine) sur la réponse noradréner-
gique. Ainsi, les astrocytes, en réponse à des signaux neuronaux, pourraient 
prolonger l'action du glutamate libéré dans la fente synaptique. 

2.1.1. Libération de l'acide arachidonique par les astrocytes en réponse au 
glutamate 

Nephi Stella a montré que le glutamate, lui même, pouvait entretenir le 
processus décrit ci-dessus. En effet, cet acide aminé excitateur induit, à son 
tour, dans les astrocytes de striatum (mais également dans ceux provenant du 
cortex cérébral et de l'hippocampe) une activation d'une phospholipase con­
duisant à une libération d'acide arachidonique. Le mécanisme mis en jeu par 
le glutamate est différent de ceux responsables de la libération de cet acide 
gras par l'adénosine, la somatostatine ou l'endothéline. En effet, il est à la 
fois indépendant de l'activation d'une protéine kinase C et ne fait pas 
intervenir de protéines G sensibles à la toxine de pertussis. De plus, les 
quantités d'acide arachidonique libérées par le glutamate ou l'endothéline sont 
additives. Une phospholipase A2 pourrait être impliquée dans l'effet du 
glutamate puisque celui ci est supprimé par deux inhibiteurs de cette lipase, la 
mépacrine et le bromo-phénacyl-bromide mais qu'il persiste en présence d'un 
inhibiteur de diacylglycérol lipase. Une diminution des activités enzymatiques 
mises en jeu dans les processus de réacylation parait devoir être écartée, le 
thimérosal, un inhibiteur des enzymes de réacylation n'affectant pas l'ampli­
tude de l'effet du glutamate. 

Martine Tencé et Nephi Stella ont également observé que l'acide arachido-
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nique ainsi produit peut être, en partie, métabolisé en eicosanoïdes et plus 
particulièrement en prostaglandines F 2 α et D2 et que ces métabolites indui­
sent dans les astrocytes de striatum une augmentation de la synthèse de 
dérivés phosphorylés de l'inositol. Une action autocrine de ces eicosanoïdes 
est vraisemblable. En effet, si l'essentiel de l'action de l'adénosine sur les 
astrocytes striataux fait intervenir le glutamate (voir ci-dessus), une faible 
partie de l'effet du nucléoside, sur la formation d'inositol phosphates, est 
réduite par l'indométhacine, un inhibiteur des cyclooxygénases, enzymes cata­
lysant la conversion de l'acide arachidonique en prostaglandines. De plus, 
l'addition de glutamate et de l'une des deux prostaglandines, précédemment 
mentionnées, restaure l'intégralité de l'effet de l'adénosine. 

2.1.2. Libération de l'acide arachidonique à partir des neurones striataux en 
réponse a un agoniste muscarinique, le carbachol 

Les astrocytes ne sont pas les seules cellules capables de libérer de l'acide 
arachidonique dans le SNC. Des 1988, A. Dumuis dans l'équipe du 
Dr. J. Bockaert avait montré que l'activation d'un récepteur du glutamate 
(NMDA) induisait une libération de cet acide gras par les neurones striataux. 
Deux années plus tard, les mêmes auteurs montrèrent que cet effet était 
reproduit par l'activation conjointe d'autres récepteurs du glutamate (métabo-
tropiques et AMPA). Une telle production d'acide arachidonique pourrait, à 
nouveau, potentialiser la transmission glutamatergique, non plus en prolon­
geant la présence de l'acide aminé dans la fente synaptique par une inhibition 
de sa recapture dans les astrocytes mais en augmentant l'efficacité du gluta­
mate sur l'un de ses récepteurs (NMDA) comme l'a récemment démontré 
l'équipe d'Attwell à Londres. Une telle régulation, cette fois hétérologue, 
pourrait intervenir entre la transmission glutamatergique et cholinergique. En 
effet, Martine Tencé a montré qu'un agoniste muscarinique, le carbachol, 
provoquait une importante libération d'acide arachidonique dans les neurones 
striataux qui peut, comme nous l'avons vu, faciliter la transmission glutamater­
gique en agissant à la fois sur les astrocytes (inhibition de la capture du 
glutamate) et sur les neurones (facilitation de la réponse NMDA). Le méca­
nisme impliqué (i.e. identification des protéines G mises en jeu, et rôle des 
protéine kinases) est en cours d'étude. 

2.2. ÉTUDE DES INTERACTIONS GLIALES PAR L'INTERMÉDIAIRE DES JONCTIONS 
DE TYPE « GAP » (Responsable de l'équipe C. Giaume) 

2.2.1. Régulation de la perméabilité des jonctions « gap » des astrocytes 

In vivo les astrocytes sont couplés entre eux par des jonctions « gap » qui 
conférent à ces cellules une organisation de type syncytiale. En utilisant un 
modéle in vitro, celui des cultures primaires d'astrocytes de striatum, nous 
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avons démontré précédement que la perméabilité de ces jonctions était con­
trôlée par la noradrénaline. Cette étude de la régulation de la perméabilité 
jonctionnelle a été poursuivie en utilisant les endothélines, une famille de 
peptides synthétisés dans le cerveau par au moins trois types cellulaires (les 
cellules endothéliales, les astrocytes et certains neurones). La stimulation des 
recepteurs de ces peptides provoque dans les astrocytes des augmentations 
spectaculaires de la concentration de seconds messagers connus pour agir sur 
la perméabilité des jonctions « gap » dans différents tissus : le calcium intra­
cellulaire, le diacylglycérol et l'acide arachidonique. Nous avons montré sur 
des astrocytes confluents que deux isoformes de l'endothéline, ET1 et ET3, 
produisent une inhibition totale de la diffusion intercellulaire d'un traceur 
fluorescent, le jaune Lucifer. Cet effet est reproduit par la sarafotoxine 
(SRTX) dont la séquence présente une grande homologie avec celles des 
endothélines. L'action inhibitrice de ces trois composés (ET1, ET3, SRTX) est 
bloquée en absence de calcium externe. Cette observation suggére que les 
produits de l'activation des phospholipases C et/ou A2, dont l'activité dépend 
du calcium externe, pourraient participer aux mécanismes intracellulaires 
impliqués dans la fermeture des jonctions « gap ». Par la rapidité et l'ampleur 
de son action, l'endothéline se révèle un outil précieux pour analyser les 
événements intracellulaires qui participent à la régulation des échanges astro-
astrocytaires par l'intermédiaire des jonctions « gap ». (C. Giaume, J. Cor-
dier) 

2.2.2. Caractérisation électrophysiologique des jonctions « gap » entre les oligo-
dendrocytes 

Les oligodendrocytes constituent une autre population de cellules gliales du 
cerveau qui communiquent par des canaux jonctionnels. A ce jour, seules des 
données immunologiques permettent de supposer que la connexine exprimée 
par ces cellules serait différente de celle des astrocytes. Nous avons entrepris 
une étude électrophysiologique afin de caractériser la nature de la protéine 
jonctionnelle des oligodendrocytes. Dans ce but, plusieurs types de cultures 
cellulaires permettant d'obtenir des paires de cellules identifiées par des 
critéres immunohistologiques, morphologiques et électrophysiologiques comme 
étant des oligodendrocytes ont été développés. Ainsi, des conditions de 
culture favorisant l'obtention d'un pourcentage élevé (> 80 %) de paires de 
cellules couplées électriquement ont été définies. Dans ces conditions le 
courant enregistré entre deux oligodendrocytes est bloqué par un agent 
découplant, l'octanol, ce qui permet d'affirmer que ce courant est provoqué 
par le passage des ions à travers des jonctions « gap ». L'utilisation de cette 
préparation d'oligodendrocytes devrait permettre d'aborder l'étude des pro­
priétés élémentaires de leur canaux jonctionnels. (L. Venance, J. Cordier) 
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2.3. RECEPTEURS DES TACHYKININES 

(Responsable de l'équipe : Jean-Claude Beaujouan). 

2.3.1. Recherche d'analogues sélectifs des récepteurs des tachykinines 

Les études structure-affinité et structure-activité ont été poursuivies en 
étroite collaboration avec S. Lavielle et G. Chassaing (Paris VI, Jussieu). 

* Les facteurs structuraux influençant la reconnaissance des sites NK-1 par 
la SP ont été étudiés après inversion de la conformation absolue de chaque 
acide aminé dans la séquence de la SP. Le remplacement un à un des acides 
aminés naturels par des D-énantiomères dans la partie 1 à 5 et en position 10 
de la SP n'affecte pas la conformation bioactive de la SP. Par contre, 
l'introduction de D-énantiomères dans les autres positions C-terminales (partie 
message de la molécule) provoque une diminution très importante de l'affinité 
et de l'activité de ces analogues modifiés vis à vis des sites NK-1 (Duplaa et 
al.). 

* La sélectivité restreinte des tachykinines endogènes pour leurs récepteurs 
respectifs, ainsi que la localisation fréquente dans les mêmes structures céré­
brales de ces peptides et de leurs différents récepteurs nécessitent de dévelop­
per des agonistes et antagonistes sélectifs. Les agonistes NK-1 et NK-3 déjà 
disponibles étant suffisamment sélectifs, des agonistes NK-2 ont été re­
cherchés. 

Parmi les peptides synthétisés, nous avons montré que la [Lys5, MeLeu 9, 
Nle 1 0] NKA (4-10) est un agoniste soluble NK-2 sélectif possédant une forte 
affinité vis-vis des sites NK-2 et une puissante activité contractante sur l'artère 
pulmonaire de lapin (test NK-2). Les agonistes sélectifs NK-2 développés ont 
permis de détecter une population de récepteurs NK-2 sur la veine porte de 
rat considérée jusqu'alors comme une préparation biologique de type pure­
ment NK-3 (Chassaing et al.). 

2.3.2. Présence sélective des récepteurs NK-1 sur les astrocytes corticaux de 
souris 

La multiplicité des récepteurs des tachykinines et la non sélectivité des 
molécules endogènes nous ont incité à rechercher une préparation biologique 
ne possédant, si possible, que des récepteurs NK-1 afin d'approfondir nos 
connaissances sur leurs caractéristiques pharmacologiques et les systèmes de 
transduction associés. 

Nous avions observé que les astrocytes en culture primaire de cortex 
cérébral de souriceaux nouveau-nés liaient spécifiquement le 1 2 5I-BHSP ; ces 
sites correspondent à des récepteurs fonctionnels, la SP stimulant avec une 
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très grande efficacité l'activité de la phospholipase C. De fait, cette prépara­
tion ne possède que des récepteurs NK-1. En effet, une excellente corrélation 
est trouvée entre les efficacités des tachykinines et leurs analogues sélectifs 
pour inhiber la liaison de 1 2 5I-BHSP et pour stimuler l'activité phospholipase 
C, l'ordre de potentialité est caractéristique des récepteurs NK-1. Aucun site 
de liaison n'est détecté avec des ligands des récepteurs NK-2 et NK-3. D'autre 
part, les analogues sélectifs NK-2 et NK-3 ne stimulent pas l'activité phospho­
lipase C et ne modulent pas l'action des agonistes NK-1. Des fragments C- ou 
N-terminaux de la SP, capables de potentialiser ou d'inhiber les effets induits 
par la SP dans d'autres préparations biologiques, sont dépourvus d'action sur 
les astrocytes (Beaujouan et al.). 

2.3.3. Capture de myo-inositol dans la glande parotide de rat. Mécanisme mis 
en jeu lors de l'activation de récepteurs NK-1 par la substance P 

La substance P (SP) inhibe le transport de 3H-myo-inositol dans les cellules 
acineuses de la glande parotide de rat par l'intermédiaire des récepteurs 
NK-1 ; les analogues sélectifs NK-2 et NK-3 étant peu ou pas actifs. Ce 
nouveau test biologique très performant permet d'examiner les activités ago­
nistes ou antagonistes de molécules reconnaissant les récepteurs NK-1. Le 
mécanisme intervenant dans cette inhibition du transport du 3H-myo-inositol a 
été étudié. 

Le myo-inositol et le glucose sont captés par deux transporteurs différents 
dans ces cellules. La SP inhibe rapidement l'accumulation initiale de 3H-myo-
inositol dans le cytosol en diminuant sa capture et est dépourvue d'effet sur 
son efflux. Un co-transport de sodium et de myo-inositol semble être impli­
qué : le 3H-myo-inositol pénêtre dans la cellule acineuse par deux méca­
nismes, l'un majoritaire Na+-dépendant, saturable, correspondant à un trans­
port actif, l'autre Na+-indépendant, non saturable, reflet d'une diffusion 
facilitée. La SP n'affecte que le processus de capture sodium-dépendant 
puisque son effet n'est observé qu'en présence de Na + extracellulaire. Une 
diminution du gradient des ions sodium pourrait être responsable de l'effet 
inhibiteur de la substance P sur la capture de myo-inositol. En effet, la 
stimulation des récepteurs NK-1 couplés à une PLC entrainerait une augmen­
tation du calcium intracellulaire qui provoquerait une ouverture de canaux K + 

calcium-sensibles, conduisant à un influx massif de Na + ce qui aurait pour 
conséquence de réduire le gradient de Na + et de façon concomittante l'influx 
de myo-inositol (Torrens et al.). 
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3. ÉTUDES DES PROTÉINES KINASES ET PHOSPHATASES 
NEURONALES ET ASTROCYTAIRES ET DE LEURS SUBSTRATS 

3.1. PROTÉINES KINASES ET PHOSPHATASES NEURONALES 
(Responsable de l'équipe : Jean-Antoine Girault) 

3.1.1. Étude des sites de phosphorylation de la DARPP-32, un inhibiteur de 
phosphatase intervenant dans l'action de la dopamine 

La protéine phosphatase 1 est une enzyme ubiquitaire dont le rôle majeur 
dans les régulations cellulaires a été bien étudié dans certains processus 
métaboliques comme le métabolisme du glycogène, mais reste mal connu dans 
les neurones. Deux protéines régulatrices inhibent puissamment la phosphatase 
1 lorsqu'elles sont phosphorylées par la protéine kinase activée par l'AMPc 
(PKA) sur une thréonine. Ces deux protéines, dont la séquence est homolo­
gue, sont l'inhibiteur 1 et la DARPP-32 (dopamine- and cAMP-regulated 
phosphoprotein, Mr = 32 000). La DARPP-32 est enrichie dans certains neu­
rones cérébraux, notamment les neurones striatonigraux où sa phosphorylation 
est stimulée par la dopamine et sa déphosphorylation par le glutamate. 

Nous poursuivons l'étude des sites de phosphorylation de la DARPP-32, en 
collaboration avec l'équipe de Paul Greengard (Université Rockefeller, New 
York). Nous exprimons dans Escherichia coli la DARPP-32 de rat de type 
« sauvage » ou dans laquelle les principaux résidus phosphorylables ont été 
remplacés par d'autres acides aminés. La protéine recombinante ainsi produite 
est purifiée jusqu'à l'homogénéité et utilisée pour des études biochimiques. 
Aprés phosphorylation par la PKA, la DARPP-32 recombinante de type 
« sauvage » inhibe la phosphatase 1, de la même manière que la protéine 
purifiée à partir de striatum de bœuf. La DARPP-32 dans laquelle la thréo­
nine en position 34 est remplacée par une alanine n'est pas phosphorylée par 
la PKA et perd la capacité d'inhiber la phosphatase 1. La DARPP-32 dans 
laquelle la thréonine-34 est remplacée par un glutamate n'est pas non plus 
phosphorylée par la PKA. Toutefois cette forme mutante présente une activité 
constitutive d'inhibition de la phosphatase, avec un Ki~ 1 000 fois supérieur à 
celui de la forme phosphorylée. Ces résultats indiquent que la présence d'une 
charge négative en position 34 participe à l'inhibition de la phosphatase, mais 
que le carboxyle du glutamate est beaucoup moins efficace pour cela que la 
phosphothréonine. 

Nous avons également caractérisé la phosphorylation de la DARPP-32 par 
la caséine kinase I et fourni l'explication d'une particularité de migration 
électrophorétique de la DARPP-32 d'origine striatale. En effet, la DARPP-32 
immunoprécipitée à partir de tranches de striatum de rat migre en électropho-
rèse en présence de SDS ( « SDS-PAGE » ) comme un doublet. Aprés hydro-
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lyse ménagée par la thermolysine et séparation des phosphopeptides en deux 
dimensions, on constate que les deux bandes du doublet comportent un 
peptide commun, phosphorylé sur la sérine 102 par la caséine kinase II. La 
bande inférieure du doublet contient un phosphopeptide supplémentaire, de 
caractère trés acide. Comme la séquence de la DARPP-32 comporte un site 
consensus de phosphorylation pour la caséine kinase I (sérine 137), situé dans 
un environnement trés acide, nous avons recherché une phosphorylation de la 
DARPP-32 par la caséine kinase I. Cette sérine n'a pas d'équivalent dans la 
séquence de l'inhibiteur 1. La caséine kinase I, purifiée à partir de thymus de 
veau phosphoryle la DARPP-32 avec une Km apparente de ~ 2 µM. La 
phosphorylation touche trois phosphopeptides différents, dont l'un disparait 
lorsque l'on utilise comme substrat la DARPP-32 recombinante dont la sérine 
137 a été remplacée par une alanine. Ce phosphopeptide a une migration, en 
carte peptidique à deux dimensions, identique à celle du phosphopeptide trés 
acide observé dans la DARPP-32 obtenue à partir de tranches de striatum. 
De plus, la phosphorylation de la DARPP-32 purifiée par la caséine kinase 1 
entraine sa migration en un doublet dont seule la bande inférieure comporte 
le peptide trés acide. Le dédoublement lors de l'électrophorèse et le peptide 
trés acide ne sont pas observés avec le mutant Ser137— Ala. L'ensemble de ces 
résultats démontre que la DARPP-32 est phosporylée par la caséine kinase I 
sur la sérine 137 et que cette phosphorylation est responsable de la migration 
en doublet de la DARPP-32 d'origine striatale (Frédéric Desdouits, Jean-
Antoine Girault). 

3.1.2. Étude de la phosphorylation de protéines sur des tyrosines dans les 
synapses striatales (Julio C. Siciliano, Laurence Robel, Mathias Menegoz, 
Michèle Gelman et Jean-Antoine Girault) 

Notre travail porte sur le rôle possible des phosphorylations de protéines 
sur des tyrosines dans l'établissement et le maintien des contacts synaptiques, 
dans le système nerveux central, au cours du développement et chez l'adulte, 
en nous intéressant plus particulièrement aux phénomènes postsynaptiques 
dans le striatum. Les années précédentes, nous avions mis en évidence les 
principales protéines phosphorylées sur des tyrosines au cours du développe­
ment, dans le tissu nerveux du rat et de la souris et dans les cellules en 
culture. Nous nous sommes ensuite intéressés à une phosphoprotéine majori­
taire, enrichie au niveau postsynaptique (ppl80) dont nous avons étudié les 
variations de phosphorylation en réponse à des lésions neuronales spécifiques, 
en collaboration avec Denis Hervé. Aprés lésion des neurones dopaminergi-
ques, par injection de 6-OH-dopamine dans la voie nigrostriatale, la phospho­
rylation sur des tyrosines de ppl80 et de plusieurs autres protéines striatales 
mineures, augmente de façon significative. Cette augmentation s'accompagne 
d'une stimulation de l'activité tyrosine kinase dans le striatum lésé, sans 
modification de l'activité tyrosine phosphatase. Le rôle du déficit en dopamine 
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dans cette modification de la phosphorylation de protéines sur des tyrosines 
est montré par la stimulation de la phosphorylation de ppl80 aprés un 
traitement de 15 jours par différents neuroleptiques (formes retard d'halopéri-
dol, de pipothiazine et de flupentixol). Par des expériences de fractionnement 
subcellulaire, nous avons montré que ppl80 (sous forme phosphorylée) est 
enrichie dans les densités postsynaptiques. Les modifications de la phosphory­
lation de ppl80 sont donc à mettre en rapport avec les modifications structu­
rales des synapses striatales, en particulier des densités postsynaptiques, 
décrites en microscopie électronique aprés traitement neuroleptique chronique. 
Nous poursuivons actuellement la purification de la protéine ppl80 et l'étude 
de la régulation de la phosphorylation de protéines sur des tyrosines dans des 
tranches de cerveau adulte et dans des neurones en culture. (Julio C. Sici-
liano, Laurence Robel, Mathias Menegoz, Michèle Gelman et Jean-Antoine 
Girault) 

3.2. RÔLES DES PHOSPHORYLATIONS ASTROCYTAIRES DANS LES INTERACTIONS 
NEURO-GLIALES (Responsable de l'équipe : Hervé Chneiweiss) 

Les phosphoprotéines astrocytaires peuvent être considérées comme les 
cibles intracellulaires finales de l'action des neuro-transmetteurs. Une stratégie 
d'analyse par gels bidimensionnels (2D-SDS-PAGE) des protéines dont le 
degré de phosphorylation varie en réponse à divers traitements pharmacologi-
ques, nous a conduit à caractériser une protéine de faible poids moléculaire 
enrichie dans les astrocytes en comparaison des autres cellules cérébrales, 
pour laquelle nous avons proposé le nom de PEA15 (Protéine Enrichie dans 
les Astrocytes de 15K, pI 5,2-5,4) (H. Araujo, H. Chneiweiss). 

PEA15 est l'une des principales phosphoprotéine astrocytaire. Elle existe 
sous au moins trois formes qui correspondent à des degrés de phosphorylation 
différents : un état non-phosphorylé (N) et deux formes phoshorylées (Pa et 
Pb). L'activation de la protéine kinase C (PKC), directement par des esters 
de phorbol, ou par activation de récepteurs couplés à un système de transduc­
tion stimulant la PKC, tel que le récepteur α1-noradrénergique, induit la 
phosphorylation de la protéine. Nous avons pu démontrer in vitro et sur 
cellules intactes que PEA15 est un substrat direct de la PKC, et séquencer le 
site de phosphorylation spécifique. Au sein des astrocytes en culture primaire 
ou sur des tranches de cerveau, il semble que la PKC soit principalement 
impliquée dans le passage de « Pa » vers « Pb », la kinase responsable de la 
phosphorylation de « N » en « Pa » reste a déterminer (H. Araujo, H. Chnei­
weiss). 

A partir des séquences peptidiques obtenues, des antisera polyclonaux ont 
été obtenus chez le lapin, puis purifiés sur colonnes d'affinité. Ils reconnais­
sent en immunoblots, mono- et bidimensionnelles, les différentes formes de la 
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protéine. Nous avons pu ainsi confirmer l'augmentation de l'expression de la 
protéine, dans le système nerveux central, au cours du développement (N. 
Danziger, J. Cordier, H. Chneiweiss). 

Les astrocytes sont couplés par des jonctions étroites de type GAP. 
C. Giaume et ses collaborateurs ont pu montrer au laboratoire que la con-
nexine 43 était la protéine spécifique des jonctions GAP astrocytaires. L'ho­
mologue cardiaque de cette protéine est modulée par phosphorylation, en 
particulier par la PKC et des tyrosine kinases. Il en résulte une fermeture des 
jonctions. Des résultats préliminaires suggèrent qu'un tel processus pourrait 
également rendre compte de l'effet de médiateurs, comme la noradrénaline, 
qui induisent la fermeture des jonctions GAP astrocytaires (M. Yokoyama, H. 
Chneiweiss). 

4. MÉCANISMES INTERVENANT DANS LA RÉGULATION 
DE LA LIBÉRATION DE DOPAMINE À PARTIR DES TERMINAISONS 
ET DES DENDRITES DES NEURONES DOPAMINERGIQUES 
NIGRO-STRIATAUX 

4.1. ÉQUIPE DE ANDRÉ CHÉRAMY 

4.1.1. Glutamate et recapture de la dopamine 

Nos expériences antérieures, effectuées in vivo (chat anesthésié) et in vitro 
(synaptosomes de striatum de rat), ont montré que le glutamate exerce une 
facilitation présynaptique de la libération de dopamine (DA) dans le striatum, 
en activant des récepteurs de types AMPA et NMDA, localisés sur les 
terminaisons nerveuses dopaminergiques. De plus, le glutamate, en agissant 
sur les récepteurs AMPA, active également les récepteurs NMDA, même en 
présence d'une concentration physiologique de magnésium. De fait, l'ampli­
tude de la libération de DA, évoquée par le glutamate est identique en 
présence et en absence de magnésium. 

Outre ses effets directs sur la libération de dopamine, confirmés par 
d'autres auteurs, le glutamate pourrait aussi affecter la recapture de la 
dopamine. Nous avons donc comparé les effets de la nomifensine (un inhibi­
teur du transporteur de la dopamine), du KC1 (agent dépolarisant), de 
l'AMPA, du NMDA, du glutamate de sodium et enfin du glutamate de 
potassium. Comme attendu, la nomifensine inhibe la recapture de 3H-DA de 
manière dose-dépendante (Ki apparent d'environ 10 - 7 M). Il en est de même 
du KC1 (Ki 25mM environ). Utilisés jusqu'à la concentration de 10 - 3 M, ni 
l'AMPA, ni le NMDA, ni le glutamate de sodium n'affectent la recapture de 
3H-DA. Toutefois, le glutamate de potassium inhibe la recapture de 3 H-DA 
(Ki 25mM environ). 
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En conclusion, le glutamate lui-même est sans effet sur la recapture de 
dopamine, son action sur le potentiel de membrane (dépolarisation par ouver­
ture des canaux AMPA et NMDA) n'étant probablement pas suffisante, 
contrairement à ce qui se passe lors d'une dépolarisation massive, comme 
celle obtenue avec l'ion K + (J.M. Desce et G. Godeheu). 

4.1.2. Glutamate et synthèse de la dopamine 

La tyrosine hydroxylase (TH, enzyme limitante impliquée dans la synthèse 
de la dopamine) est activée par plusieurs protéines kinases, tandis que 
plusieurs phosphatases réduisent son activité. Le calcium jouant un rôle 
primordial dans ces deux processus antagonistes, nous nous sommes demandés 
si le glutamate pouvait modifier la synthèse de dopamine, ainsi que le 
suggèrent plusieurs études. 

Un nouveau modèle expérimental, permettant de mesurer simultanément la 
synthèse (efflux d'eau tritiée) et la libération de dopamine (efflux de 3 H-DA) 
dans des synaptosomes de striatum de rat superfusés en continu avec un LCR 
artificiel enrichi en H-tyrosine, a été mis au point. Les effets de 
l'α-métylparatyrosine (inhibiteur de la TH), du 8-Br-cAMP (activateur de la 
protéine kinase cAMP-dépendante), d'une dépolarisation par le potassium (qui 
entre autre active la protéine kinase Ca + +/calmoduline dépendante), du quin-
pirole et du sulpiride (agoniste et antagoniste des autorécepteurs dopaminergi-
ques) ont été examinés. Les résultats obtenus, en accord avec ceux de la 
littérature démontrent la validité de notre méthode. 

Le glutamate diminue la synthèse de 3 H-DA lorsqu'il est utilisé à des 
concentrations qui stimulent la libération de 3 H-DA. Cet effet est inhibé par 
l'APV (un antagoniste spécifique des récepteurs NMDA). Le NMDA provo­
que un effet analogue, qui est bloqué par le magnésium. Dans les mêmes 
conditions, le kainate, l'AMPA ou le trans-ACPD sont inactifs. 

Cet effet, apparemment paradoxal, rappelle celui précédemment décrit par 
Greengard et al. (1990), qui ont observé que le NMDA réduit l'activité de la 
DARPP-32 dans des coupes de striatum. L'analyse des sites de phosphoryla­
tion de la DARPP-32 a permis à ces auteurs de conclure que l'influx calcique 
par le canal NMDA provoque une activation de la protéine kinase C a + + / 
calmoduline dépendante et une phosphorylation de la calcineurine, une phos­
phatase qui agit sur la DARPP-32 et plus particulièrement sur les sites 
préalablement phosphorylés par la protéine kinase CAMP dépendante. 

Le calcium intracellulaire semble donc avoir deux effets opposés sur l'acti­
vité de certaines enzymes, tous deux médiés via la protéine kinase C a + + / 
calmoduline dépendante : un effet activateur direct (retrouvée lors de dépola­
risations importantes) et une inhibition indirecte via la calcineurine (observée 
avec le NMDA). 
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Pour tester cette hypothèse, nous avons étudié l'interaction du glutamate et 
de traitements affectant la phosphorylation de la TH sur les sites cAMP-
dépendant. Lorsque la phosphorylation de ces sites est minimisée par réduc­
tion de l'activité de l'adénylate cyclase (adénosine déaminase plus quinpirole), 
l'effet inhibiteur du glutamate est réversé. Au contraire, le glutamate est 
capable de réduire l'activation de la TH produite par le 8-Br-cAMP 
(J.M. Desce et G. Godeheu). 

4.1.3. N-Acetyl-aspartyl-glutamate et libération de dopamine 

Notre étude précédente concernant les effets du NAAG sur la libération 
3 H-DA in vivo (chat anesthésié) ou in vitro (push-pull canules sur coupe de 
striatum de chat) a été transposée chez le rat. En effet, cette dernière espèce 
se prête mieux aux études pharmacologiques. Comme précédemment, nous 
avons observé que le NAAG, appliqué à très faible concentration (10 - 7 M) 
stimule la libération 3 H-DA continuellement synthétisée à partir de 3 H-
tyrosine. Cet effet n'est pas restreint, comme chez le chat, à la partie 
postérieure du striatum, et son amplitude est plus faible, ce qui n'a pas permis 
d'entreprendre la caractérisation pharmacologique des récepteurs du NAAG. 
La difficulté de ces expériences, nous a conduit à développer une autre 
approche in vitro consistant à prélever des micro-disques de tissu sur des 
coupes de striatum dans des zones enrichies en striosomes ou en matrice et à 
les placer dans des micro-chambres de superfusion. Le NAAG (10 - 7 M), 
stimule la libération de 3 H-DA dans ces deux zones striatales, mais l'ampli­
tude de cette réponse est toujours très faible (30 %) (T. Galli et F. Artaud). 

4.1.4. Glutamate et libération de GABA 

La difficulté de l'étude des effets du NAAG sur la libération de 3 H-DA 
nous a incité à utiliser un autre modèle expérimental. Les neurones GABA-
ergiques du striatum étant pourvus de récepteurs de type AMPA et NMDA, 
nous avons examiné les effets des agonistes glutamatergiques sur la libération 
de 3 H-GABA et recherché un éventuel effet du NAAG. La libération de 3 H-
GABA précapté a été étudiée en utilisant la méthode de superfusion de 
micro-disque de tissu précédemment développée. 

Dans un premier temps, la validité de ce modèle expérimental a été 
vérifiée. Le potassium stimule, de manière concentration-dépendante et cal­
cium-dépendante, la libération de 3 H-GABA dans des zones striatales enri­
chies en matrice. La vératridine accroît aussi cette libération, cet effet étant 
complètement aboli par la tétrodotoxine. 

L'AMPA augmente la libération de 3 H-GABA évoquée par le potassium 
ainsi que la libération basale. Ce dernier effet est calcium dépendant, réduit 
par la tétrodotoxine, bloqué par le DNQX (antagoniste des récepteurs 
AMPA), mais n'est pas affecté par le MK801 (antagoniste des récepteurs 
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NMDA). L'effet de l'AMPA sur la libération de 3 H-GABA est similaire dans 
les zones striatales enrichies en striosomes ou en matrice, en présence ou en 
absence de tétrodotoxine. 

Dans les zones enrichies en matrice, le NMDA augmente la libération de 
3H-GABA évoquée par le potassium ou par l'AMPA, mais n'a pas d'effet 
propre. Par contre, un effet stimulateur du NMDA sur la libération basale de 
3 H-GABA peur être observé lorsque l'on retire le magnésium du LCR de 
superfusion. Dans tous les cas (présence ou absence de magnésium), l'effet 
stimulateur du NMDA est plus important dans les zones striatales enrichies en 
matrice que dans celles enrichies en striosomes. La glycine ou la D-sérine ne 
potentialisent pas les effets du NMDA et ceux-ci sont réduits par le 7-chloro-
kynurénate, ce qui suggère que le site glycine du récepteurs NMDA est déjà 
saturé dans nos conditions expérimentales. Toutes les réponses NMDA obser­
vées sont bloquées par le MK801. Enfin, en présence de tétrodotoxine, les 
réponses NMDA ne sont pas affectées dans les zones striatales enrichies en 
striosomes, mais sont réduites de manière importante dans les zones striatales 
enrichies en matrice. 

Dans ces diverses conditions expérimentales, le NAAG est dépourvu d'effet 
tant sur la libération basale, que sur la libération de 3 H-GABA évoquée par 
le potassium ou les agonistes glutamatergiques. (T.Galli et F. Artaud). 

4.2. ÉQUIPE DE MARIE-LOU KEMEL ET CHRISTIAN GAUCHY 

4.2.1. Hétérogénéité de la matrice au sein du noyau caudé chez le chat 

a. Analyse anatomique 

Précédemment, en utilisant un traceur du flux axonal rétrograde (HRP-
WGA), nous avons montré chez le chat que les neurones striato-nigraux sont 
groupés en ilots au sein de la matrice. Cette étude a été complétée en 
comparant la localisation des neurones marqués par de multiples injections de 
HRP-WGA effectuées dans la pars reticulata de la substance noire ou dans le 
globus pallidus interne, structure qui comme la substance noire est massive­
ment innervée par des neurones striataux riches en GABA, dynorphine et 
deux tachykinines, la substance P et la neurokinine A. Des expériences de 
double marquage (HRP-WGA et mélange d'acides aminés-1 4C) ont également 
été réalisées. 

Deux populations de neurones striato-nigraux ont pu être identifiées : ceux 
regroupés en ilots au sein de la matrice et ceux, moins nombreux, distribués 
en tapis en dehors des ilots dans la matrice. Les neurones striato-globus 
pallidus interne sont également distribués en tapis en dehors des ilots, ces 
neurones pourraient éventuellement être des neurones branchés innervant 
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également la substance noire. Au sein des ilots des neurones striato-nigraux, 
certaines cellules se projetant dans différentes zones de la substance noire 
selon un axe rostro-caudal ont pu être identifiées. 

b. Analyse biochimique 

Précédemment nous avions montré des différences dans la régulation présy-
naptique de la libération de dopamine par l'acétylcholine dans des zones 
enrichies en striosomes et en matrice. Cette étude a été poursuivie en 
analysant les effets directs et indirects de l'acétylcholine sur la libération de 
dopamine formée à partir de 3H-tyrosine dans deux zones de la matrice 
adjacente : matrice 1 et matrice 2 correspondant en fait à deux zones riches 
en neurones striato-nigraux distribués en tapis ou regroupés en ilots respecti­
vement. Dans les deux cas, des circuits locaux complexes interviennent dans la 
régulation présynaptique de la libération de dopamine, toutefois des diffé­
rences importantes peuvent être décelées entre les deux zones matricielles. 
Particulièrement dans la matrice 1, l'effet inhibiteur de l'acétylcholine met en 
jeu des récepteurs muscariniques et de la dynorphine libérée des collatérales 
récurrentes des neurones striataux efférents, alors que dans la matrice 2, 
l'acétylcholine exerce son effet inhibiteur sur la libération de dopamine par 
l'intermédiaire de récepteurs muscariniques et nicotiniques et une libération de 
GABA (Kemel et al., 1992) 

4.2.2. Modifications en présence de bicuculline et de naloxone de la libération 
de dopamine évoquée par le NMDA dans les deux compartiments striataux 
chez le rat 

Précédemment, nous avions montré qu'en l'absence de magnesium, le 
NMDA (5 x 10- 5M) stimule la libération de 3H-dopamine (formée à partir de 
3H-tyrosine) et que cet effet est plus prononcé dans des zones du striatum 
enrichies en matrice que dans celles enrichies en striosomes. De plus, une 
composante de la réponse observée dans la matrice s'est révélée sensible à la 
tétrodotoxine suggérant en plus de l'effet direct (tétrodotoxine-résistant) un 
effet facilitateur indirect. Des récepteurs NMDA se trouvant localisés sur les 
neurones efférents striataux nigraux riches en GABA et dynorphine, les 
expériences ont été répétées en présence de bicuculline ou de naloxone afin 
de mettre éventuellement en évidence des régulations indirectes inhibitrices. 

a. Intervention du GABA 

Utilisée à faible concentration (5 µ M ) , la bicuculline potentialise considéra­
blement l'effet facilitateur du NMDA sur la libération de dopamine dans les 
deux compartiments striataux. Cet effet est moins prononcé lorsque la bicucul­
line est utilisée à plus forte concentration (50 µM) en accord avec des 
données électrophysiologiques révélant que cet antagoniste peut bloquer le 
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récepteur NMDA. La potentialisation des réponses évoquées par le NMDA 
en présence de bicuculline (5 µM) persiste en présence de tétrodotoxine, 
cette potentialisation étant toutefois moins prononcée dans les striosomes. 
Plusieurs facteurs peuvent expliquer ces phénomènes : présence de contacts 
axo-axoniques, libération dendritique de GABA tétrodotoxine insensible. Tou­
tefois, l'ensemble de ces données indique que l'activation des neurones 
GABAergiques met en jeu des circuits locaux inhibiteurs dans les deux 
compartiments régulant présynaptiquement la libération de dopamine. 

b. Intervention de la dynorphine 

La naloxone utilisée à une concentration (10 - 6 M) qui bloque les récepteurs 
kappa opiacés potentialise également l'effet facilitateur du NMDA sur la 
libération de dopamine. Ces potentialisations persistent en présence de tétro­
dotoxine. L'effet provoqué par la naloxone peut être antagonisé totalement 
par un agoniste kappa (U50488) dans les deux compartiments en présence de 
tétrodotoxine. Dans la zone enrichie en striosomes (mais pas dans celle 
enrichie en matrice), en l'absence de tétrodotoxine, l'effet de l'agoniste kappa 
n'inverse pas totalement la réponse potentialisée par la naloxone suggérant 
que celle-ci peut agir sur d'autres types de récepteurs opiacés (µ ou σ). 

Enfin, des expériences d'additivité ont révélé que les effets potentialisateurs 
de la bicuculline et de la naloxone vis-à-vis des réponses évoquées par le 
NMDA sont additifs dans la matrice alors qu'aucune additivité n'est observée 
dans les striosomes. L'hétérogénéité de la matrice (démontrée chez le chat) 
pourrait expliquer les effets particuliers (additivité) intervenant dans la matrice 
(Krebs et al.) 

4.2.3. Rôle des tachykinines dans le contrôle présynaptique de la libération de 
dopamine dans les compartiments striataux chez le rat 

A l'aide d'agonistes spécifiques des récepteurs NK1, NK2 et NK3 des 
tachykinines ((Pro 9)SP, (Lys5 MeLeu 9, NLe1 0)NKA(4-10) et (Pro 7)NKB, nous 
avons précédemment montré que les tachykinines correspondantes : substance 
P, neurokinine A et neurokinine B exercent des effets différents sur la 
régulation présynaptique de la libération de dopamine dans les compartiments 
striataux. Si les trois agonistes (10 - 7 M) stimulent la libération de dopamine 
dans la matrice, seule la (Pro 9)SP exerce un effet similaire dans les strio­
somes. De plus les réponses évoquées par l'agoniste NK1 disparaissent en 
présence de tétrodotoxine, tandis que celles induites par les agonistes NK2 et 
NK3 sont respectivement partiellement et totalement insensibles à l'effet de la 
tétrodotoxine, suggérant que des récepteurs NK2 et NK3 sont localisés sur les 
terminaisons dopaminergiques dans la matrice. 

Complétant cette étude, nous avons récemment montré que ces effets sont 
effectivement spécifiques. En effet, les réponses évoquées par l'agoniste NK1 
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sont bloquées par un antagoniste NK1 sélectif (RP 67580) et celle induite par 
l'agoniste NK2 disparait en présence d'un antagoniste NK2 sélectif (SR 48968) 
alors que ces antagonistes ne s'opposent pas à la libération de dopamine 
évoquée par l'agoniste NK3. De plus, l'intervention des interneurones choli-
nergiques dans la stimulation de la libération de dopamine évoquée par la 
(Pro 9)SP a pu être mise en évidence dans la matrice mais pas dans la zone 
striatale enrichie en striosomes. 

5. SYSTÈMES DOPAMINERGIQUES MÉSOCORTICAUX 
ET MÉSOLIMBIQUES 

5.1. ÉTUDES BIOCHIMIQUES ET COMPORTEMENTALES 
(Responsable de l'équipe : Jean-Pol Tassin) 

5.1.1. Études des interactions noradrénaline/dopamine dans le cortex préfrontal 
du rat 

a. Etudes comportementales 

Les systèmes dopaminergiques (DA) ascendants qui innervent le cortex 
préfrontal et le noyau accumbens ont des effets opposés sur l'activité locomo­
trice. En effet, l'injection d'amphétamine dans le noyau accumbens accroît 
l'activité locomotrice et cet effet est inhibé par l'injection simultanée d'amphé­
tamine dans le cortex préfrontal. Nous avons montré que cet effet comporte­
mental lié à une modification de la transmission DA corticale fait intervenir la 
stimulation des récepteurs de type D l . Des études biochimiques nous ont 
indiqué par ailleurs que la sensibilité des récepteurs DA de type Dl du cortex 
préfrontal était sous le controle d'un récepteur adrénergique de type alpha-1 
bloqué par le prazosin. Nous avons montré que des injections bilatérales de 
doses excessivement faibles de prazosin dans le cortex préfrontal reprodui­
saient l'effet inhibiteur de l'amphétamine sur l'activité locomotrice lorsque 
celle-ci est injectée dans le cortex préfrontal. Plus précisément, l'hyperactivité 
locomotrice (+ 80 % ) , induite par une injection de 4 nmoles d'amphétamine 
dans le noyau accumbens, est totalement abolie par une injection bilatérale de 
60 pg de prazosin dans le cortex préfrontal. Un autre antagoniste alpha-1 
adrénergique, le WB 4101, à des doses aussi faibles (50 pg/côté), a le même 
effet. 

Ces résultats ont été reproduits en utilisant des injections systèmiques : 
l'hyperactivité locomotrice (+ 214 %) obtenue par une injection intrapérito-
néale d'amphétamine (0,75 mg/kg) n'est plus que de + 66 % lorsqu'une injec­
tion de prazosin (60 µg/kg i.p.) a été réalisée auparavant. L'injection de 
prazosin n'a aucun effet par elle-même (G. Blanc, F. Trovero, J.P. Tassin). 
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b. Etudes biochimiques 

L'étude de l'interaction DA/NA au niveau du cortex frontal a été approfon­
die en utilisant des cultures de cellules corticales de rats embryonnaires de 16 
jours. Les récepteurs D l couplés positivement à l'adénylate cyclase sont 
présents dans cette préparation. L'addition de DA (5 x 10-5 M) dans les 
milieux de culture entraine une désensibilisation (perte de l'effet activateur de 
la DA sur l'adénylate cyclase) des récepteurs D l . Après élimination de la DA 
les récepteurs Dl se resensibilisent. Lorsque les cellules sont mises en pré­
sence de méthoxamine (10-4 M), un agoniste alpha-1 adrénergique, la vitesse 
de resensibilisation est augmentée d'un facteur 2. Plus précisément, 20 minutes 
après le retrait de la DA, l'activité de l'adénylate cyclase sensible à la DA a 
retrouvé 40 % de sa valeur dans les échantillons controles et 80 % de sa 
valeur en présence de méthoxamine. Ces résultats fournissent des éléments 
supplémentaires concernant le role régulateur de la stimulation des récepteurs 
alpha-1 adrénergiques sur la sensibilité des récepteurs D l corticaux (F. Tro-
vero, P. Marin). 

5.1.2. Présence d'un sous-type de récepteur DA particulier dans le cortex 
préfrontal du rat 

L'étude autoradiographique du récepteur DA de type D2 ayant une très 
haute affinité pour le sulpiride mis en évidence dans le cortex s'est poursuivie. 
En utilisant de la clozapine nous avons vérifié qu'il ne s'agissait pas d'un 
récepteur de type D4. Ce dernier existe néanmoins dans le cortex préfrontal 
et représente environ 30 % des récepteurs DA marqués par l'iodo-sulpride. 
En utilisant de l'épidépride, un ligand particulièrement sélectif des deux 
récepteurs D2 actuellement clonés, nous avons montré qu'il ne s'agissait pas 
non plus de ce type de récepteur. Dans le cortex préfrontal du rat, les 
récepteurs D2 actuellement clonés ne représentent que 15 % de l'ensemble 
des sites marqués par l'iodo-sulpride. Enfin, la très faible affinité du récepteur 
D3 pour le sulpiride exclut qu'il s'agisse d'un récepteur de ce type. Le 
récepteur DA mis en évidence n'ayant pas encore été cloné il se pourrait que 
celui-ci fasse partie de la classe des récepteurs-canaux (J. Mantz, D. Hervé, 
J.P. Tassin). 

5.1.3. Étude des protéines G stimulant l'adénylate cyclase dans le striatum et la 
substance noire 

Une nouvelle protéine G nommée Golf, activatrice de l'adénylate cyclase et 
découverte dans l'épithélium olfactif a été récemment décrite en grande 
quantité dans le striatum. Le développement d'anticorps dirigés sélectivement 
contre les sous-unités alpha des protéines Gs et Golf ainsi que les sondes 
correspondantes d'ADN complémentaire, nous ont permis d'étudier la locali-
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sation cellulaire de ces protéines au niveau du striatum. Une approche 
lésionnelle montre que Golf serait la protéine majoritaire activatrice de 
l'adénylate cyclase dans les neurones striataux qui se projettent dans la 
substance noire et qui possèdent les récepteurs Dl . Cette coexistence suggère 
que Golf pourrait assurer le couplage des récepteurs Dl avec l'adénylate 
cyclase. De plus, une localisation somatodendritique préférentielle de Golf 
expliquerait un meilleur couplage des récepteurs D l dans le striatum que dans 
les terminaisons axonales de la substance noire. Sans exclure son existence 
dans les neurones, la protéine Gs est observée dans les cellules gliales du 
striatum (D. Hervé, J.A Girault, M. Lévi-Strauss). 

5.1.4. Action des produits toxicophiliques sur les voies dopaminergiques ascen­
dantes 

Il est généralement admis que l'action psychotrope des psychostimulants 
(amphétamine, cocaïne) implique une stimulation des voies dopaminergiques 
ascendantes. Nous avons étudié l'action sur ces voies DA d'autres produits, 
présentant les mêmes caractéristiques addictives chez l'homme, mais n'agissant 
pas directement sur la transmission DA. 

Des traitements aigus de morphine et de nicotine augmentent le métabo­
lisme de la DA dans le noyau accumbens et le cortex préfrontal. Lors 
d'injections chroniques, l'activation de la voie DA méso-limbique est augmen­
tée par la morphine alors qu'au contraire elle disparait dès la troisième 
injection de nicotine. A l'opposé, des injections chroniques de nicotine aug­
mentent l'activation de la voie DA méso-corticale alors que celles de mor­
phine sont de moins en moins actives. Ces deux produits, lorsqu'ils sont 
injectés en chronique, induisent donc des effets opposés sur l'équilibre DA 
cortico-sous-cortical. 

Nous avons vérifié qu'il n'existait effectivement pas de sensibilisation croisée 
entre la nicotine et la morphine, alors que celle-ci existe entre la morphine et 
les psychostimulants. 

Enfin, nous avons montré qu'une lésion des fibres DA méso-limbiques ne 
modifiait pas les phénomènes de sensibilisation provoqués par la nicotine. 
L'ensemble de ces résultats suggère que les effets addictifs de la nicotine ne 
sont pas dus à l'activation de la voie DA méso-limbique. Le role de la voie 
DA méso-corticale reste à être déterminé (D. Hervé, P. Vézina, G. Blanc, 
J.P. Tassin). 
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5.2. ÉTUDES ÉLECTROPHYSIOLOGIQUES ET ANATOMIOUES 
(Responsable de l'équipe : Anne-Marie Thierry ) 

5.2.1 Caractérisation pharmacologique des réponses excitatrices induites par la 
stimulation du noyau médiodorsal du thalamus au niveau du cortex préfrontal 

L'innervation thalamique du cortex préfrontal (CPF) est principalement 
issue du noyau médiodorsal du thalamus (MD). La stimulation électrique du 
MD à la fréquence de 5 à 10 HZ induit une réponse excitatrice au niveau du 
CPF. Différentes données suggèrent que le neuromédiateur des voies thalamo-
corticales serait un acide aminé excitateur. Afin de vérifier cette hypothèse 
dans le cas de la projection MD-CPF, les effets de l'application iontophoréti-
que d'antagonistes des deux principaux sous-types de récepteurs du glutamate 
(récepteurs AMPA/kaïnate et NMDA) sur les réponses excitatrices induites 
par la stimulation du MD ont été analysés. Cette étude a été réalisée à l'aide 
d'enregistrements unitaires extracellulaires chez le rat anesthésié avec de 
l'hydrate de chloral. 

La latence des réponses excitatrices induites par la stimulation du MD 
(5-10HZ) est de 17,9ms. Toutes les cellules du CPF qui répondent à la 
stimulation du MD sont activées par l'application iontophorétique de NMDA 
et d'AMPA. Les réponses excitatrices induites par la stimulation du MD sont 
bloquées de façon réversibles dans 67 % des cas par l'application de l'antago­
niste des récepteurs NMDA, l'APV, et dans 47 % des cas par le CNQX, un 
antagoniste des récepteurs AMPA/kaïnate. L'APV et le CNQX ont été utilisés 
à des doses qui bloquent respectivement et de façon sélective les effets du 
NMDA et de l'AMPA. 

Ces données suggèrent que le neuromédiateur de la voie MD-CPF est un 
acide aminé excitateur et montrent que les récepteurs NMDA et AMPA/ 
kaïnate interviennent dans les réponses excitatrices induites par la stimulation 
du MD sur les neurones du CPF (S. Pirot). 

5.2.2. Identification du neuromédiateur de la projection hippocampe-cortex 
préfrontal 

Après avoir mis en évidence, chez le rat, une projection directe entre 
l'hippocampe et le cortex préfrontal (CPF), nous avions montré que l'hippo­
campe exerce une influence excitatrice sur l'activité spontanée des neurones 
du CPF et qu'il est possible d'induire une facilitation à long terme de la 
transmission synaptique de la voie hippocampe-CPF. Les données électrophy­
siologiques suggéraient qu'un acide aminé excitateur était probablement le 
neuromédiateur de la voie hippocampe-CPF. Une double approche anatomi-
que et pharmacologique a donc été utilisée afin d'identifier ce médiateur et de 
caractériser le récepteur impliqué dans la transmission corticale. 
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La méthode de transport rétrograde du D-[3H]aspartate, nous a semblé la 
méthode la plus adaptée pour identifier des voies neuronales utilisant comme 
neuromédiateur un acide aminé excitateur. Aprés injection de D-[3H]aspartate 
dans le CPF médian, des corps cellulaires marqués ont été observés au niveau 
de CA1 et du subiculum avec une densité plus forte au niveau du subiculum 
ventral et intermédiaire. D'autres neurones marqués par le D-[3H]aspartate 
sont également présents dans les noyaux thalamiques, le cortex entorhinal et 
l'amygdale. Par contre, l'aire tegmentale ventrale, le raphé dorsal ou le locus 
coeruleus qui innervent le CPF ne présentent pas de neurones marqués par le 
D-[3H]aspartate, ce qui montre la spécificité du marquage. 

Une analyse pharmacologique de la réponse excitatrice des neurones du 
CPF provoquée par la stimulation de l'hippocampe a ensuite été effectuée. 
Les neurones du CPF répondant à cette stimulation (par simple ou double 
choc) sont également activés par l'application iontophorétique des agonistes 
sélectifs des sous-types de récepteurs du glutamate, α-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4isoxazolepropionic acide (AMPA) et N-méthyl-D-aspartate (NMDA). 
Ces effets sont antagonisés respectivement par le 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2-
3-dione (CNQX) et le 2-amino-5-phosphonopentanoic acide (APV). L'applica­
tion de CNQX bloque les réponses excitatrices des neurones du CPF induites 
par la stimulation de l'hippocampe en simple choc (dans 67 % des neurones 
du CPF enregistrés) ou au double choc (dans 72 % des neurones enregistrés). 
L'APV bloque ces réponses excitatrices que dans respectivement 7 % et 13 % 
des cas. 

Ces résultats suggèrent que 1) les afférences du CPF issues du subiculum 
ventral et intermédiaire utilisent l'aspartate et/ou le glutamate comme neuro­
médiateur 2) les récepteurs AMPA et NMDA sont présents sur les neurones 
du CPF qui répondent à la stimulation de l'hippocampe 3) l'activation de ces 
neurones par une stimulation basse fréquence de l'hippocampe évoque une 
réponse excitatrice corticale médiée principalement par des récepteurs AMPA 
( T . Jay). 
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