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Cours : Les ganglions de la base : Nouveaux horizons (2° partie)

Prolongeant I’analyse des données récentes sur les ganglions de la base, un
ensemble de structures impliquées dans le controle des fonctions sensori-
motrices, limbiques et cognitives, nous nous sommes intéressés cette année a
trois domaines particuliers : 1) la localisation et les interactions fonctionnelles
des récepteurs dopaminergiques D1 et D2 ; 2) les propriétés neurotoxiques du
MPTP et les modeles animaux de la maladie de Parkinson ; 3) les aspects
ontogénétiques des compartiments striataux (striosomes et matrice).

1) Certaines données anatomiques et biochimiques suggerent que les récep-
teurs D1 et D2 dopaminergiques se trouvent localisés sur des populations
distinctes de neurones efférents du striatum et que leur stimulation provoque
respectivement une activation (D1) ou une inhibition (D2) de I'activité de ces
neurones. Nous avons analysé plusieurs travaux qui contredisent partiellement
cette hypothése et qui révelent d’une part une co-localisation de ces récep-
teurs sur certaines populations neuronales et d’autre part des réponses inhibi-
trices médiées par les récepteurs D1. Plusieurs études biochimiques, électro-
physiologiques et comportementales indiquent I’existence de phénomeénes coo-
pératifs impliqués dans les effets médiés par la stimulation des récepteurs D1
et D2, ces événements intervenant au niveau cellulaire ou mettant en jeu des
ensembles neuronaux. Ces interactions, dont les répercussions sont impor-
tantes, ont été analysées en détail en nous attachant a distinguer deux
situations distinctes permettant d’approfondir ces mécanismes : les réponses
obtenues chez I’animal normal et celles observées chez I’animal dépourvu
d’innervation dopaminergique striatale, situation dans laquelle les récepteurs
D1 et D2 sont hypersensibles. Enfin, deux types de modeles animaux, I'un
chez le rat nouveau-né et 'autre chez le rat adulte, ont permis de mettre en

évidence des phénomeénes de sensibilisation a long terme (priming) induits par
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les agonistes D1 et dans certains cas D2 apres destruction de l'innervation
dopaminergique du noyau accumbens ou du striatum. Ces phénoménes de
mémorisation ont été précisément décrits ainsi que le blocage de leur induc-
tion par des antagonistes des récepteurs NMDA (N-methyl-D-aspartate).

2) Le MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) est une subs-
tance neurotoxique qui détruit les neurones dopaminergiques nigro-striataux et
reproduit ainsi trés rapidement chez 'homme des déficits sensori-moteurs et
cognitifs trés voisins, voire identiques a ceux observés chez le parkinsonien.
Apres avoir rappelé la découverte fortuite de cette substance, nous avons
comparé ses effets chez ’homme et plusieurs espéces animales, et notamment
le singe et la souris, puis montré que la destruction des neurones noradréner-
giques du locus coeruleus amplifiait la dégénérescence des neurones dopami-
nergiques provoquée par le MPTP. Formé dans les astrocytes a partir du
MPTP, le MPP+ est en fait le métabolite neurotoxique du MPTP. Les
différents facteurs contribuant a sa neurotoxicité ont été envisagés : capture
sélective dans les terminaisons dopaminergiques, transfert dans les vésicules
synaptiques de stockage du médiateur et déplacement de la dopamine, liaison
et libération progressive a partir de la neuromélanine chez les primates,
inhibition du complexe I mitochondrial conduisant a la réduction des taux
d’ATP et a la formation d’ions superoxydes et de radicaux libres neuro-
toxiques, accroissement par des mécanismes indirects de la transmission gluta-
matergique impliquée (via les récepteurs NMDA) dans les processus de
neurotoxicité. A chaque étape, plusieurs mécanismes de protection ont été
envisagés : ceci nous a amené a considérer le role de certains facteurs de
croissance tel que le BDNF qui semble jouer un réle particulier dans le

développement des neurones dopaminergiques.

3) Les striosomes et la matrice, les deux principaux compartiments anatomi-
ques du striatum, apparaissent successivement au cours de I’ontogenese. Apres
avoir rappelé I'identité des marqueurs biochimiques permettant de les identi-
fier au cours de I’embryogenése et pendant la période post-natale, nous avons
décrit toute une série d’expériences complémentaires révélant les roles respec-
tifs des facteurs génétiques et épigénétiques impliqués dans la genese de ces
compartiments. Différents problemes ont été abordés : hétérogénéité des
lignées cellulaires a I’origine de ces compartiments striataux, date de migration
des neurones et cellules gliales de ces compartiments, adhésion entre les
neurones des striosomes et reconnaissance avec les neurones des couches
profondes du cortex cérébral, formation des voies nigro-striatales originaires
des deux compartiments, role des cellules cibles de ces voies dans la survie
des neurones pendant la période postnatale et enfin role de la voie nigro-
striatale dopaminergique dans I’organisation de ces deux réseaux striataux.

J.G.
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TRAVAUX DU LABORATOIRE DE NEUROPHARMACOLOGIE
(INSERM U.114)

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

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

1.1. ETUDE DES FONCTIONS ET DE LA DIFFERENCIATION DES CELLULES
MICROGIALES (Responsable de I'équipe : Michel Mallat)

1.1.1. Interactions entre les macrophages cérébraux et les neurones

a. Secrétion de facteurs de croissance neuronaux par les macrophages
cérébraux

Précedemment nous avions observé que des macrophages cérébraux de rat
isolé in vitro secrétent spontanément dans leur milieu de culture des facteurs
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stimulant la croissance ou la régénération de prolongements neuronaux. Nous
avons, cette année, tenté d’identifier les molécules responsables de cette
activité des macrophages. Les résultats indiquent la participation majeure
d’'une glycoprotéine de la matrice extracellulaire : la thrombospondine. En
premier lieu, Iactivité des facteurs macrophagiques introduits dans les cultures
neuronales a pu étre neutralisée par des anticorps anti-thrombospondine. De
plus, la production macrophagique de thrombospondine a été directement
démontrée par immunoprécipitation de la protéine dans le milieu de culture
des macrophages cérébraux. Cette observation a été validée in situ par la
localisation immunocytochimique de la protéine dans des coupes de tissus
adulte. Nous avons constaté que I’expression de thrombospondine est induite
dans le striatum de rat lésé par une injection locale d’acide kainique, la
proteine étant localisée dans les macrophages recrutés dans la structure lésée.
Au dela de l'analyse des interactions microglio-neuronales, nos résultats ont
permis d’identifier une source cellulaire de thrombospondine dans le SNC
(B. Chamak, M. Mallat.)

b. Hétérogénéité fonctionnelle et neurotoxicité des macrophages cérébraux

Bien que les macrophages produisent des facteurs de croissance des neu-
rites, ces cellules ont aussi la capacité de tuer des neurones par la production
de radicaux libres oxygénés. Précédemment, nous avions montré que cette
activité peut se manifester in vitro lors d’'un contact membranaire entre les
deux types cellulaires et que la neurotoxicité des macrophages issus du cortex
cérébral est plus marquée que celle des macrophages provenant du mésence-
phale. Des travaux en cours portent sur la régulation de cette neurotoxicité.
Deux approches ont pour but d’analyser le role promoteur des interactions
membranaires. La premiére vise a caractériser les molécules d’adhésion favori-
sant le contact entre les macrophages cérébraux et les neurones a I'aide d’un
test quantitatif de I'adhésion in vitro. La seconde exploite des anticorps
monoclonaux générés contre des cellules microgliales par 1'équipe du
Dr. W.F. Hickey (USA) pour étudier I’expression de molécules de surface par
les macrophages en fonction de leur origine mesencéphalique ou corticale.
Selon les premiers résultats certains anticorps se distinguent par leur liaison
préferentielle aux macrophages issus du cortex cérébral (M. Mallat, M. Gel-
man, B. Chamak).

1.1.2. Etudes sur le développement microglial

Au cours de I'ontogénése, la croissance de la population microgliale dépend
a la fois d’une infiltration du tissus nerveux par des précurseurs macrophagi-
ques exogenes et d’une prolifération intracérébrale de macrophages. La régu-
lation de ces deux mécanismes fait I’objet de travaux dans notre équipe.
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a. Role des facteurs de croissance des lignages hématopoiétiques
dans la prolifération in vitro des cellules microgliales

Suite a nos résultats sur l’expression de genes de facteur de croissance
macrophagique par les cellules nerveuses, nous avons étudié le role possible
de trois cytokines, le M-CSF, le GM-CSF et l'interleukine 3, dans la proliféra-
tion spontanée de cellules microgliales au sein de cultures primaires issues du
cortex cérébral d’embryons de souris (E16). L’influence de ces facteurs de
croissance a été évaluée par leur neutralisation a I'aide d’anticorps specifiques
introduits dans les cultures. Les résultats indiquent que parmi les trois cyto-
kines testées, seul le M-CSF est nécessaire pour la prolifération des cellules
microgliales. De plus le M-CSF est apparu responsable de I'accroissement du
taux de prolifération microglial en réponse au traitement des cultures par deux
autres cytokines recombinantes : l'interleukine 1 et le TNF. Ces résultats
confrontés aux analyses moléculaires antérieures conférent une fonction au
M-CSF produit par les cellules du systtme nerveux immature (Théry et
Mallat).

b. Influence des cellules nerveuses sur la migration in vitro de macrophages

Outre I’étude de la prolifération microgliale, une analyse de l'infiltration du
tissus nerveux par les macrophages a été récemment entreprise. L’objectif est
de rechercher une production par les cellules cérébrales de facteurs chemotac-
tiques actifs sur les macrophages cérébraux ou leurs précurseurs. Dans sa
phase actuelle, cette analyse comporte la mise au point d’un test quantitatif de
migration polarisée de macrophages en réponse a leur exposition a des
facteurs solubles produits par des cellules nerveuses en culture (C. Calvo).

1.2. GENETIQUE MOLECULAIRE DE LA SENSIBILITE DES NEURONES
DOPAMINERGIQUES NIGRO-STRIATAUX A UNE PERTURBATION DU METABOLISME
ENERGETIQUE (Responsable de I’équipe : Matthieu Lévi-Strauss)

1.2.1. Génétique moléculaire de la compartimentation striatale

Le criblage différentiel d’une banque d’ADN complémentaires de striatum,
destiné a identifier des ARN messagers impliqués dans le mécanisme de la
compartimentation striatale, nous a conduit a sélectionner deux ADNs com-

plémentaires susceptibles de répondre a ce critere et jusqu’alors inconnus.

L’ARN messager correspondant a ’ADN complémentaire 3.1 est trés abon-
dant dans certains neurones de la couche germinative bordant le ventricule au
cours de leur période de prolifération et durant les quelques jours qui suivent
leur migration. Tres curieusement, les neurones capables de se diviser apres la
naissance en dehors de la couche germinative (cellules des grains du cervelet,
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de I'hippocampe et du bulbe olfactif) sont les seuls a exprimer I’ARN 3.1 a
I’age adulte. Malgré sa relativement grande taille (2000 bases) 'ARN 3.1
semble coder pour une petite protéine de 68 acides aminés, identifiée en
comparant les séquences nucléotidiques des ADN complémentaires humains et
murins que nous avons clonés. L’expression dans E. Coli de ce polypeptide
nous a permis d’obtenir un anticorps qui devrait faciliter sa mise en évidence
directe ainsi que la détermination de sa localisation sub-cellulaire.

L’ARN messager 8.5 est lui aussi trés abondant dans les neurones embryon-
naires. Sa séquence nucléotidique, homologue a celle d'un ADN complémen-
taire déja décrit, nous a permis de définir une nouvelle famille de protéines
du systéme nerveux central. Il code pour une protéine de 20 kDa dont nous
analysons la localisation sub-cellulaire (collaboration avec le Dr. Claude Tou-
gard, Groupe de Neuroendocrinologie Cellulaire et Moléculaire) a I’aide d’un
anticorps obtenu par immunisation avec la protéine recombinante (J.M. Stud-
ler, D. Sabéran-Djoneidi, M. Gelman, M. Lévi-Strauss)

1.2.2. Analyse moléculaire de la sensibilité des neurones dopaminergiques
nigro-striataux a une perturbation du métabolisme énergétique

Le but de cette étude est, d’'une part, de mettre en évidence une sensibilité
particuliére des neurones dopaminergiques nigro-striataux a une perturbation
du métabolisme énergétique qui pourrait, par exemple, expliquer leur forte
sensibilit¢ au MPTP. D’autre part, et toujours dans le but de comprendre la
fragilit¢ de ces neurones, nous tentons d’identifier les bases cellulaires et
moléculaires de la mutation weaver de la souris.

Chez des animaux normaux, nous avons montré que la recapture de
dopamine, mesurée sur des synaptosomes ou sur des neurones mésencéphali-
ques en culture primaire, est plus sensible que la recapture d’autres neuro-
transmetteurs (GABA, sérotonine, noradrénaline) a I’action de plusieurs inhi-
biteurs de la phosphorylation oxydative (roténone, cyanure, antimycine). Cette
observation suggere, conformément a notre hypothese, I’existence d’un déficit
énergétique constitutif des neurones dopaminergiques. Nous avons également
mis en évidence une diminution de la recapture de la dopamine dans des
cultures de neurones mésencéphaliques d’embryons de souris weaver homozy-
gotes ou hétérozygotes par rapport a des embryons sauvages. Nous analysons
actuellement le mécanisme de ce déficit (I. Marey-Semper, M. Gelman,
M. Lévi-Strauss).
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2. REGULATION DES SYSTEMES DE TRANSDUCTION ASSOCIES —
CERTAINS RECEPTEURS MEMBRANAIRES CENTRAUX

2.1. ROLE DES ASTROCYTES DANS LA REGULATION DE LA TRANSMISSION
GLUTAMATERGIQUE DANS LE STRIATUM
(Responsable de I’équipe : Joél Prémont)

Les astrocytes possédent un systtme de recapture du glutamate a haute
affinité et dépendant du sodium pouvant étre inhibé par I’acide arachidonique.
Nous avions précédemment montré, qu’en réponse a certains signaux neuro-
naux, les astrocytes libérent de I’acide arachidonique en quantité suffisante
pour retentir sur leur capacité de recapture de cet acide aminé. Les astrocytes
pourraient donc participer a la régulation de ’efficacité de la transmission
glutamatergique. De plus, nous avons récemment démontré que le glutamate,
lui méme, induit une libération de l'acide arachidonique des astrocytes en
culture primaire provenant de différentes régions (striatum, hippocampe, cor-
tex cérébral et cervelet) du cerveau d’embryons de souris.

2.1.1. Caractérisation pharmacologique des récepteurs impliqués
dans la libération d’acide arachidonique induite par le glutamate
dans les astrocytes de striatum

Les astrocytes de striatum possédent des récepteurs métabotropiques et
ionotropiques du glutamate. L’analyse pharmacologique des récepteurs respon-
sables de la libération d’acide arachidonique, indique que des récepteurs
métabotropiques sont exclusivement impliqués dans ce processus. En effet, la
libération de cet acide gras est insensible aux agonistes (AMPA) ou aux
antagonistes (CNQX, DNQX, APV) des récepteurs ionotropiques. En
revanche, 'AP3 ou I’AP4, deux inhibiteurs de récepteurs métabotropiques,
suppriment I'effet du glutamate sur la libération d’acide arachidonique. Les
astrocytes possédent également des récepteurs métabotropiques responsables
de la production de dérivés phosphorylés de I'inositol. Nous avons montré que
ces récepteurs different des précédents : I’AP4 ne diminue pas la production
de dérivés phosphorylés de I'inositol induite par le glutamate et le quisqualate
reproduit enticrement ses effets alors qu’il n’est qu’un agoniste trés partiel des
récepteurs responsables de la libération d’acide arachidonique. Enfin, I’évolu-
tion de l'effet du glutamate en fonction de sa concentration sur la libération
de l'acide gras, est compatible avec I'implication d’un seul récepteur dont
Iaffinité serait relativement basse (EC50 = 200 wM). Par contre, deux
récepteurs différant entre eux par leurs affinités pour le glutamate (EC50 =
30 et 300 wM) sont certainement impliqués dans la production de dérivés
phosphorylés de I'inositol.

Les astrocytes possédent également des récepteurs de I'ATP (P2 purinergi-
ques) responsables a la fois d’une production de dérivés phosphorylés de
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I'inositol et d’une libération d’acide arachidonique. Nous avons montré qu’il
existe une trés forte synergie entre les effets de I'ATP et du glutamate
mettant probablement en jeu l’activation d’une activité protéine kinase C.
L’ensemble de ces deux observations préliminaires nous incite a explorer
I’hypothése selon laquelle les astrocytes du striatum au contact des interneu-
rones cholinergiques participeraient, dans le cadre d’un mécanisme de cotrans-
mission, au renforcement de la transmission glutamatergique. En effet, dans
les interneurones cholinergiques du striatum, ’ATP est co-localisé dans les
vésicules synaptiques contenant I’acétylcholine. Par ailleurs, les « gabaergic
medium sized spiny neurons » du striatum sont innervés par les afférences
corticostriatales glutamatergiques. Dans ce contexte, il est tentant d’imaginer
que la stimulation de la libération d’acide arachidonique par le glutamate
(libéré des afférences glutamatergiques) est augmentée lors de [D’activation
simultanée des interneurones cholinergiques, dans les astrocytes par I'ATP et
dans les neurones par I’acétylcholine. Ainsi I'acide arachidonique pourrait
renforcer la transmission glutamatergique en potentialisant les courants induits
par le NMDA dans les neurones et en bloquant la recapture de glutamate
dans les astrocytes situés au voisinage des interneurones cholinergiques.

2.1.2. Identification d’une nouvelle cible du glutamate et du monoxyde d’azote
dans les neurones de striatum, la glycéraldéhyde-3-phosphodéshydrogénase

Le glutamate, par I'intermédiaire des récepteurs NMDA, induit la synthése
d’'un second messager transcellulaire, le monoxyde d’azote (NO). Ce gaz
dissout synthétisé a partir de I'arginine posséde deux cibles identifiées jusqu’a
présent, la guanylate cyclase soluble (stimulée) présente en quantité variable
dans les neurones et les astrocytes et le récepteur NMDA (bloqué). S’inspi-
rant de travaux réalisés par d’autres auteurs sur des érythrocytes et des coupes
de cerveaux, des expériences préliminaires nous indiquent que des « don-
neurs » de NO comme le sodium nitroprussiate et le SIN1, induisent '’ADP
ribosylation d’une protéine de 39 KDa dans les neurones de striatum en
culture. De nombreux arguments (expériences de western blot et d’immuno-
précipitation) permettent de penser que cette protéine de 39 KDa (PM
apparent) est la glyceraldéhyde-3-phosphate-déshydrogénase (GAPDH), une
enzyme de la glycolyse. Des données préliminaires, indiquent que le glutamate
provoque une baisse de la synthése d’ATP dans les neurones striataux. Un
lien entre I'inhibition de la GAPDH et la réduction de synthese d’ATP devra
étre recherché. En effet, si tel devait étre le cas, 'une des clés de la
neurotoxicité du glutamate pourrait étre €lucidée.

2.1.3. Rdle des radicaux libres oxygénés (O;")

Des expériences préliminaires indiquent que le sodium nitroprussiate qui ne
donne que du NO induit une ADP ribsylation de moindre amplitude que le
SIN1 qui libere a la fois du NO et O,". Ceci suggere que les radicaux O;~
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potentialisent ’ADP ribosylation de la GAPDH par le NO. Cette hypotheése
est actuellement vérifiée grace a l'utilisation de pi¢geurs de radicaux O, tel
que le 5,5-dimethyl-pyrroline-1-oxide (DMPO). Dans des circonstances parti-
culieres (absence d’arginine), I'activation de la NO synthase constitutive des
neurones par le complexe calcium-calmoduline peut aboutir a la production de
radicaux O,". Les effets de la production de radicaux O,  en réponse au
glutamate sur ’ADP ribosylation de la GAPDH sont également recherchés.

2.1.4. Réle de lactivité protéine kinase C dans I'augmentation du calcium
cytosolique induite par le NMDA dans les neuronres de striatum

Nous avons étudié le role des activités protéines kinases C dans ’augmenta-
tion du calcium cytosolique (mesuré en vidéo-microscopie) dans les neurones
striataux en réponse au NMDA. Les principales conclusions de cette étude
sont les suivantes : l'augmentation du calcium cytosolique induite par le
NMDA est complétement dépendante d’une activité protéine kinase C. De
plus, l'activation de protéines kinases C ne potentialise que les réponses sous
maximales au NMDA. Ces conclusions difféerent de celles d’autres équipes
ayant réalisées des études paralléles dans lesquelles seul le courant induit par
le NMDA fut mesuré (technique du patch clamp). Une inhibition de la
perméabilité au calcium du canal NMDA par le calcium pourrait étre a
I'origine de cette anomalie. Cependant, une modification de la sélectivité
ionique du canal NMDA résultant d’une phosphorylation du canal ou d’un
élément qui lui serait associé peut aussi €tre envisagée.

2.2. ETUDE DES INTERACTIONS GLIALES PAR L'INTERMEDIAIRE DES JONCTIONS
DE TYPE GAP (Responsable de I'équipe : C. Giaume)

2.2.1. Etude des mécanismes intracellulaires impliqués dans la régulation
de la perméabilité jonctionnelle des astrocytes

En utilisant comme modeéle « in vitro » les astrocytes en culture primaire, la
perméabilité des jonctions « gap » a été étudiée en présence de différents
agonistes. Un effet inhibiteur attribué a la fermeture des canaux jonctionnels
a été démontré pour 'EGF (1077 M), la noradrénaline (107° M) et les
endothélines (1077 M). L’inhibition induite par les endothélines étant trés
rapide et compléte, ces peptides ont permis d’analyser en détail les systemes
de transduction impliqués dans la régulation de ces jonctions composées
majoritairement d’une protéine, la connexine 43. Dans les astrocytes, les
endothélines augmentent des seconds messagers dont la production est liée a
lactivité des phospholipases C et A2 : le calcium intracellulaire, le diacylglycé-
rol et I'acide arachidonique (AA). Des inhibiteurs de la protéine kinase C
(staurosporine et H7) ne modifient pas I’action inhibitrice des endothélines sur
les jonctions. Par contre, cette inhibition est supprimée par le 4BPB (107> M),
un bloquant relativement spécifique de la phospholipase A2, et reproduite de
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maniére concentration-dépendante par I’acide arachidonique (107> M = 50 %
d’inhibition). Ces observations suggerent que cet acide gras pourrait directe-
ment intervenir dans le mécanisme de découplage. L’AA est métabolisé selon
deux voies principales, celle des cyclooxygénases et celle des lipoxygénases ;
I'inhibition de I'une ou l'autre de ces voies a permis de démontré que les
endothélines agissent probablement par I'intermédiaire d’un produit des
lipoxygénases (C. Giaume, L. Venance, J. Cordier).

2.2.2. Couplages jonctionnels homotypique et hétérotypique
lors de la différenciation des oligodendrocytes

La différenciation des oligodendrocytes (cellules gliales myélinisantes du
systtme nerveux central) est caractérisée par d’importants changements dans
I’expression de canaux ioniques. Nous avons étudié¢ le développement de la
communication intercellulaire par les canaux jonctionnels. Deux stades de
différenciation ont été considérés : les précurseurs O-2A et les oligodendro-
cytes matures, identifiés par immunocytochimie et en électrophysiologie. Les
couplages ioniques et chimiques sont caractéristiques du stade de développe-
ment : absents au niveau des précurseurs O-2A, ils sont présents au stade
oligodendrocyte et sont sensibles a divers agents découplants. D’autre part,
P’existence d’un couplage hétérotypique entre oligodendrocytes et astrocytes de
type-1 a été recherchée en utilisant des cultures hétérogenes dans lesquelles
plusieurs classes de cellules gliales étaient présentes. Aprés 6 semaines de co-
cultures, 25 % des oligodendrocytes sont couplés avec les astrocytes. Par
contre aucun échange de colorant n’est détecté entre les astrocytes et les
cellules microgliales ou les précurseurs O-2A. Ces observations démontrent
que des jonctions « gap » fonctionnelles apparaissent progressivement au cours
de la différenciation des oligodendrocytes et qu’une communication apparait
simultanément avec les astrocytes. La démonstration d’un couplage chimique
hétérotypique indique qu’en plus des ions, ces deux types de cellules gliales
sont capables d’échanger des signaux « chimiques », par exemple des seconds
messagers. En conséquence, dans le cadre d’une organisation syncytiale de la
névroglie la stimulation des récepteurs astrocytaires pourrait indirectement,
mais spécifiquement, affecter les propriétés des oligodendrocytes via cette voie
de communication intercellulaire (L. Venance, J. Cordier ; Coll. ext. B. Zalc
Salpétriere, Paris).

2.3. RECEPTEURS DES TACHYKININES
(Responsable de I'équipe : Jean-Claude Beaujouan)

2.3.1. Mise en evidence d’une nouvelle classe de récepteurs des tachykinines

Ces €tudes ont été poursuivies en étroite collaboration avec I’équipe de S.
Lavielle et G. Chassaing du laboratoire de Chimie Biologique (Jussieu,
Paris VI).
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L’iléon de cobaye posseéde des récepteurs NK-1 et NK-3 ainsi qu’une faible
quantité de récepteurs NK-2 mis en évidence par la liaison spécifique de *H-
NKA. Les diverses tachykinines endogenes et les agonistes sélectifs NK-1 et
NK-3 contractent I'iléon de cobaye. Le septide (analogue C-terminal court de
la substance P (SP) : [p Glu®,Pro’]SP (6-11)] présente une efficacité compara-
ble a celle de la SP mais curieusement ne posséde qu’une faible affinité pour
les sites NK-1 marqués par la *H-[Pro’]SP (ligand NK-1 sélectif) sur les
membranes de l'iléon de cobaye. D’autres analogues de la SP tels que
I'[Apa9-10]SP, la SP-O-CH3 et des fragments C-terminaux de la SP ont des
propriétés analogues a celles du septide. L’activité puissante de ces peptides
sur I'iléon de cobaye (contraction) ne peut étre expliquée par leur interaction
avec les sites NK-2 et NK-3 puisqu’ils ne présentent pas ou peu d’affinité pour
ces sites. D’autre part, le GR 71251 et la [D-Pro®,Pro'®, Trp'!]SP inhibent avec
une meilleure efficacité I’action contracturante du septide que celle induite par
la [Pro’]SP. Ces résultats suggerent que le septide et certains analogues de la
SP (fragments C-terminaux de la SP) exercent leurs actions biologiques sur
I'iléon de cobaye par l'intermédiaire d’un nouveau type de récepteur des
tachykinines (F. Petitet et al., G. Chassaing et al.).

2.3.2. Différences interespéces des récepteurs des tachykinines

a) Le CP-96,345 (un antagoniste NK-1 non peptidique) a permis de révéler
des différences dans les propriétés des récepteurs NK-1 selon les espéces, cet
antagoniste étant plus actif et afin sur des préparations de cobaye et de
’lhomme que sur celles de rat et de souris. Nous avons confirmé ces données
et montré a linverse qu’un autre antagoniste NK-1 non peptidique, le
RP 67580, est plus puissant sur des préparations de souris et de rat que sur
celles de cobaye (J.-C. Beaujouan et al.).

b) Des différences d’especes ayant été observées pour les récepteurs NK-1
et NK-2 nous avons recherché I'existence d’une différence analogue pour les
récepteurs NK-3. Le SR 48968 (un antagoniste NK-2 non peptidique puissant)
inhibe également I’activation de la phospholipase C induite par le senktide
(agoniste sélectif NK-3) dans des coupes d’iléon de cobaye. De plus, le
SR 48968 interagit avec les sites de liaison NK-3 du cobaye mais pas avec
ceux du rat. Cette différence entre espéces a pu étre confirmée avec des
agonistes NK-3 tels que la [Pro’]NKB. En effet, celui-ci présente une meil-
leure affinité pour les sites NK-3 corticaux du rat que pour ceux du cobaye
(F. Petitet et al.).

2.3.3. Etude des systémes de transduction associés aux récepteurs astrocytaires
de type NK-1

Les astrocytes corticaux en culture primaire de souriceaux nouveau-nés

N

posseédent des récepteurs NK-1 associés a une phospholipase C mais sont
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dépouvus de récepteurs NK-2 et NK-3. L’inhibition par de nombreux antago-
nistes NK-1 peptidiques et non peptidiques de la stimulation de la phospholi-
pase C induite par la [Pro’]SP a été étudiée sur cette préparation. Les
antagonistes non peptidiques sont plus efficaces que les peptidiques ; pour
toutes ces molécules, une excellente correlation a pu étre retrouvée entre leur
affinité et leur activité antagoniste. Le RP 67580 (Rhone-Poulenc Rorer),
molécule non peptidique, s’est révélé 'antagoniste le plus puissant vis a vis de
la stimulation de la phospholipase C et de I’élévation de la concentration
cytosolique de calcium induite par la [Pro’|SP. (J.-C. Beaujouan et al.).

3. ETUDES DES PROTEINES KINASES ET PHOSPHATASES
NEURONALES ET ASTROCYTAIRES ET DE LEURS SUBSTRATS

3.1. ETUDE DE PROTEINES KINASES ET PHOSPHATASES NEURONALES
ET DE LEURS SUBSTRATS (Responsable de I’équipe : Jean-Antoine Girault)

3.1.1. Etude des sites de phosphorylation de la DARPP-32, un inhibiteur
de phosphatase intervenant dans 'action de la dopamine (Frédéric Desdouits,
Jean-Antoine Girault)

La protéine phosphatase 1 est une enzyme ubiquitaire dont le role majeur
dans les régulations cellulaires a €été bien étudié dans certains processus
métaboliques comme le métabolisme du glycogene, 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 ’AMPc
sur une thréonine. Ces deux protéines, dont la séquence est homologue, sont
I'inhibiteur 1 et la DARPP-32 (dopamine- and cAMP-regulated phosphopro-
tein, Mr = 32 000). La DARPP-32 est enrichie dans certains neurones céré-
braux, notamment les neurones striatonigraux ou sa phosphorylation est stimu-
lée par la dopamine et sa déphosphorylation par le glutamate.

En plus de sa phosphorylation sur la thréonine 34, la DARPP-32 est
phosphorylée sur des sérines dans les cellules intactes. Nous avions identifié
précédemment les résidus phosphorylés par la caséine kinase II. Nous poursui-
vons actuellement la caractérisation de la phosphorylation de la DARPP-32
par la caséine kinase I, en collaboration avec le groupe de Paul Greengard
(Rockefeller University, New York). Le site de phosphorylation principal pour
cette kinase a été identifié par mutagénése dirigée, il s’agit de la sérine 137.
La phosphorylation de la DARPP-32 sur la sérine 137 par la caséine kinase I
in vitro modifie sa migration électrophorétique en gel de polyacrylamide en
présence de SDS. Cette phosphorylation a aussi lieu dans les neurones aussi
bien au niveau somatodendritique (striatum) que dans les terminaisons (subs-
tance noire). La déphosphorylation de la sérine 137 est catalysée par la
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phosphatase 2A. In vitro, la caséine kinase I phosphoryle également plusieurs
autres résidus vraisemblablement sans signification physiologique. Le role de
la phosphorylation de la DARPP-32 par la caséine kinase I, en particulier les
conséquences de cette phosphorylation sur I’action d’autres kinases ou d’autres
phosphatases sur la protéine est actuellement a I’étude. La comparaison des
cartes phosphopeptidiques de la DARPP-32 obtenues a partir de neurones
striatonigraux prémarqués au 32P-phosphate aux cartes obtenues in vitro
montre que la phosphorylation par les caséines kinases I et II rend compte de
tous les sites phosphorylés dans les cellules intactes en conditions basales.

D’autre part nous avons étudié¢ les conséquences éventuelles de la phospho-
rylation de la DARPP-32 sur sa conformation en solution. Cette étude,
réalisée par spectroscopie de fluorescence résolue en fonction du temps, en
collaboration avec les Dr. Paolo Neyroz (Universit¢é de Bologne) et Fabio
Benfenati (Université de Modene), a porté sur la fluorescence du tryptophane
en position 163 et de la cystéine en position 72, conjuguée a différents
fluorophores. Les études de « quenching », de décroissance de fluorescence et
d’anisotropie de fluorescence de la DARPP-32 native ou dénaturée et dans
différents états de phosphorylation, ont montré que cette protéine possede
une structure organisée malgré sa pauvreté en hélice ou en feuillet identifia-
bles par dichroisme circulaire. Le tryptophane 163 est situé dans un environ-
nement beaucoup plus mobile que la cystéine 72. La phosphorylation par la
protéine kinase activée par ’AMPc ou par la caséine kinase II ne modifie pas
la conformation globale de la protéine. Ces résultats, ainsi que d’autres
obtenus par I’étude de peptides synthétiques, suggerent que la phosphorylation
par ces deux kinases exerce ses effets sur la DARPP-32 essentiellement par
des effets locaux électrostatiques et/ou stériques.

3.1.2. Etude de la phosphorylation de protéines sur des tyrosines
dans les synapses striatales (Julio C. Siciliano, Mathias Menegoz, Mich¢le
Gelman, Ferrran Burgaya et Jean-Antoine Girault)

Nous nous intéressons au rdle possible des phosphorylations de protéines
sur des tyrosines dans I’établissement et le maintien des contacts synaptiques,
dans le systeme nerveux central, au cours du développement et chez I’adulte.
Au cours des années précédentes nous avions mis en évidence les principales
protéines phosphorylées sur des tyrosines au cours du développement, dans le
tissu nerveux du rat et de la souris et dans les cellules en culture. Nous avons
étudié plus particulierement une phosphoprotéine majoritaire, d’un poids
moléculaire apparent de 180 kDa (pp180) enrichie au niveau postsynaptique.
Dans le striatum, la forme phosphorylée de pp180 augmente apres lésion des
neurones dopaminergiques ou traitement prolongé par les neuroleptiques.
Cette observation est a rapprocher des modifications morphologiques des
densités post-synaptiques décrites apres traitement chronique par les neurolep-
tiques. Pour comprendre le role éventuel de ppl80 et de sa régulation dans
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ces modifications, nous avons poursuivi I’étude de cette protéine. Il s’agit
d’une glycoprotéine de 180 kDa, difficile a solubiliser, dont la forme phospho-
rylée est fortement enrichie dans les densités post-synaptiques. ppl80 a été
partiellement purifiée par affinité sur colonne de lectine et nous avons obtenu
des fragments de séquences peptidiques, aprés protéolyse ménagée a la
trypsine. Ces séquences ne présentent pas d’homologie avec des protéines
connues. Les expériences en cours visent a produire des anticorps contre des

peptides synthétiques correspondant a ces séquences et a cloner 'ADN
complémentaire de ppl80 a I'aide de sondes oligonucléotidiques dégénérées.

Par ailleurs, nous avons étudié la régulation de la phosphorylation de
protéines sur des tyrosines dans des tranches de cerveau de rat et des
neurones en culture. La dépolarisation par le KCl ainsi que I’application d’un
certain nombre d’agonistes de neurotransmetteurs (glutamate, t-ACPD,
AMPA, methoxamine, carbachol) entraine I’augmentation de la phosphoryla-
tion de protéines de 110 et 120 kDa (pp110 et pp120) sur des tyrosines. Ces
effets font intervenir une augmentation du Ca** intracellulaire et une activa-
tion de la protéine kinase C. Les travaux en cours ont pour but d’identifier
pp110 et pp120 et de caractériser les enzymes impliquées dans leur régulation.

3.2. ROLE DES PHOSPHORYLATIONS ASTROCYTAIRES DANS LES INTERACTIONS
NEURO-GLIALES (Responsable de I’équipe : Hervé Chneiweiss)

Les phosphoprotéines astrocytaires peuvent étre considérées comme les
cibles intracellulaires finales de I’action des neurotransmetteurs. Une stratégie
d’analyse par gels bidimensionnels (2D-SDS-PAGE) des protéines dont le
degré de phosphorylation varie en réponse a divers traitements pharmacologi-
ques nous a conduit a 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 15 kDa, pI 5,2-5,4). PEA-15 est un substrat endogéne pour
la protéine kinase C, et le site de phosphorylation a pu étre déterminé.

N

Plusieurs antisera ont été obtenus a partir de séquences peptidiques
internes, y compris contre le site de phosphorylation par la PKC. Au moins
deux de ces sera reconnaissent PEA-15 différemment en fonction de son état
de phosphorylation. Par analyse en immunoréplique, I’abondance de PEA-15
au sein des astrocytes a pu étre confirmée. Par ailleurs, une expression
ubiquitaire modérée de la protéine est mise en évidence au sein d’autres
cellules cérébrales (neurones, microglie, oligodendrocytes, cellules endothé-
liales) obtenues en populations homogenes en culture primaire. A I’échelle
subcellulaire, il s’agit essentiellement d’une protéine cytosolique. En dehors du
cerveau, seul le poumon semble exprimer la protéine. Enfin, une grande
conservation de la protéine peut étre observée au cours de I’évolution,
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puisqu’une immunoréactivité est retrouvée des mammiféres jusqu’aux pois-
sons, avec conservation du site PKC (N. Danziger, J. Cordier, H. Chnei-
weliss).

Parallelement, les anticorps obtenus ont permis une analyse immunocytochi-
mique sur des cellules en culture indiquant une distribution discréte de la
protéine selon un réseau suggérant une interaction avec le cytosquelette. Des
expériences de co-marquage, et les effets de différentes drogues sur le degré
de polymérisation de I’actine, des filaments intermédiaires, ou des microtu-
bules, suggérent une interaction de PEA-15 avec les tubulines. De fagon
intéressante, ’état de phosphorylation de PEA1S pourrait varier paralléelement
a I’état de polymérisation des microtubules (M. Yokoyama, H. Chneiweiss).

4. MECANISMES INTERVENANT DANS LA REGULATION

DE LA LIBERATION DE DOPAMINE A PARTIR DES TERMINAISONS
ET DES DENDRITES DES NEURONES DOPAMINERGIQUES
NIGRO-STRIATAUX

4.1. EQUIPE DE ANDRE CHERAMY

4.1.1. Rdéles respectifs du glutamate et de I'acétylcholine sur la libération
de GABA dans le striatum chez le rat

Les neurones GABAergiques du striatum étant pourvus de récepteurs
glutamatergiques et cholinergiques nous avons examiné les effets des agonistes
de ces récepteurs sur la libération de *H-GABA. La méthode de superfusion
de micro-disques de tissu préalablement incubés en présence de *H-GABA a
été utilisée. Ces micro-disques peuvent étre sélectivement prélevés sur des
coupes de striatum dans des zones enrichies en matrice ou en striosomes.

La libération de *H-GABA est augmentée par I’acétylcholine, la nicotine ou
le carbachol (un agoniste nicotinique et muscarinique), cet effet est dose-
dépendant, calcium-dépendant, réduit par la tétrodotoxine, bloqué par I’atro-
pine et/ou la pempidine. Curieusement ’oxotrémorine (un agoniste muscarini-
que) exerce un effet légérement inhibiteur. L’effet stimulateur du carbachol
est plus important dans la matrice que dans les striosomes. En présence de
tétrodotoxine, il est réduit a un niveau analogue dans ces deux zones (celui
observé dans les striosomes en absence de tétrodotoxine).

L’AMPA augmente la libération de *H-GABA, cet effet est dose-dépen-
dant, calcium-dépendant, réduit par la tétrodotoxine, spécifiquement bloqué
par le DNQX. Aucune différence n’a pu étre mise en évidence en ce qui
concerne I'effet de ’AMPA sur la libération de *H-GABA dans les striosomes
ou la matrice, en présence ou en absence de tétrodotoxine. Les effets de
I’AMPA ne sont pas modifiés par I'atropine et la pempidine.
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Dans les conditions normales, c’est a dire en présence de magnésium, le
NMDA ne modifie pas la libération de *H-GABA dans la matrice ou dans les
striosomes. Par contre, un effet stimulateur du NMDA sur la libération de
SH-GABA peut étre observé dans ces deux compartiments striataux en
I’absence de magnésium ou lorsque les neurones GABAergiques sont dépola-
risés par le potassium ou par ’AMPA. Dans ce dernier cas seulement, I’effet
stimulateur du NMDA est beaucoup plus important dans la matrice que dans
les striosomes. Toutes les réponses NMDA observées sont dose-dépendantes,
calcium-dépendantes, réduites par la tétrodotoxine, bloquées par le MK801.
Le blocage voltage-dépendant des récepteurs NMDA par le magnésium ne
peut pas €tre levé par I'acétylcholine ou le carbachol, contrairement a ce qui
est observé dans le cas de la libération de dopamine. Par contre, la stimula-
tion de la libération de *H-GABA par le NMDA est réduite lors de Iinter-
ruption de la transmission cholinergique dans les deux compartiments stria-
taux.

Ces expériences suggerent que les interneurones cholinergiques et les fibres
cortico-striatales glutamatergiques participent au contrdle de la libération de
GABA dans le striatum. Comme le montrent les effets évoqués par le
carbachol ainsi que par le NMDA en présence d’AMPA, d’importantes
différences existent dans la régulation de la libération de GABA entre les
zones striatales enrichies en matrice ou en striosomes (F. Artaud, A. Ché-
ramy, T. Galli, et E. Gheorvassaki).

4.1.2. Rdéles respectifs du glutamate et de acétylcholine sur la libération
de dopamine dans le striatum chez le rat

N

Une étude semblable a celle décrite ci-dessus a été réalisée sur des synapto-
somes de striatum de rat superfusés en continu avec de la *H-tyrosine afin
d’examiner les interactions cholinergiques et glutamatergiques dans le contrdle
de la libération de *H-dopamine (*H-DA) nouvellement synthétisée.

La libération spontanée de *H-DA est augmentée par I'acétylcholine, la
nicotine ou I'oxotrémorine, cet effet est dose-dépendant, bloqué par I’atropine
et/ou la mécamylamine.

Comme nous I’avons montré précédemment, ’AMPA augmente la libéra-
tion de *H-DA, cet effet est dose-dépendant, calcium-dépendant et spécifique-
ment bloqué par le DNQX.

En présence de magnésium, le NMDA est incapable de modifier la libéra-
tion de *H-DA. Par contre, un effet stimulateur du NMDA peut étre observé
en absence de magnésium ou lorsque les terminaisons dopaminergiques sont
dépolarisées par le potassium, ’AMPA, I’acétylcholine, la nicotine ou I’0xo-
trémorine. Les réponses NMDA observées sont dose-dépendantes, calcium-
dépendantes, bloquées par le MK801 ou ’APV. L’amplitude de la libération
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de *H-DA évoquée par le NMDA est proportionnelle a la concentration
d’acétylcholine, de nicotine ou d’oxotrémorine simultanément appliquée.

Les expériences effectuées révelent aussi qu’en présence de magnésium, les
effets stimulateurs du glutamate résultent d’une co-activation des récepteurs
AMPA et NMDA, comme le montre leur antagonisme partiel par le MK801,
leur potentialisation par la glycine et leur amplitude maximale comparable a
celle de la co-application ’ AMPA et de NMDA (A. Chéramy, J.M. Desce et
G. Godeheu).

4.2. EQUIPE DE MARIE-LOU KEMEL ET CHRISTIAN GAUCHY

4.2.1 Distribution hétérogéne des neurones striato-nigraux dans la matrice
du striatum.

Utilisant un traceur du flux axonal rétrograde (HRP-WGA), nous avions
montré chez le chat que les neurones striato-nigraux sont en partie groupés en
ilots au sein de la matrice. Une étude plus précise réalisée au niveau cellulaire
a révélé que seulement 50 % des neurones a l'interieur d’un il6t sont marqués
a la suite d’une injection effectuée au niveau de la substance noire pars
reticulata (SNR). Les neurones non marqués de ces ilots pourraient innerver
d’autres régions de la SNR ou le globus pallidus ou correspondre a des
interneurones striataux. La premiere hypothése a été envisagée en effectuant
plusieurs injections de HRP-WGA dans la SNR afin de visualiser sur le méme
animal I’ensemble des neurones striato-nigraux.

Deux populations de neurones striato-nigraux ont pu étre observées : ceux
groupés en ilots et ceux distribués en tapis en dehors des ilots. 1) Les
neurones distribués en tapis ne sont visualisés qu’a la suite de multiples
injections dans la SNR, ils pourraient donc présenter plusieurs collatérales
innervant différentes régions de la SNR (le transport de HRP-WGA par une
seule collaterale lors d’une injection unique ne serait pas suffisant pour
visualiser le corps cellulaire dans le striatum). 2) Le nombre d’ilots ne varie
pas a la suite de multiples injections ou d’une injection de HRP-WGA
réalisées dans la partie centrale de la SNR, en revanche, le nombre de
cellules marquées a l'intérieur de chaque ilot est totalement dépendant du
nombre d’injections effectuées dans la SNR. Ces résultats suggerent ’existence
d’une convergence d’innervation vers la partie centrale de la SNR de certains
neurones striataux localisés sur toute I’étendue rostro-caudale du striatum en
plus des somatotopies rostro-caudale et dorso-ventrale précédemment décrites.
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4.2.2. Influence des afférences nigrales excitatrices et inhibitrices
sur la libération de dopamine a partir des dendrites proximaux
et distaux de la substance noire du chat

Les influences des afférences excitatrices (glutamatergiques) provenant du
noyau subthalamique et inhibitrices striato-nigrales (riches en dynorphine)
dans le contrdle direct ou indirect de la libération dendritique de dopamine
(DA) ont été analysées chez le chat au niveau de la pars compacta (SNC,
dendrites proximaux) et de la pars reticulata (SNR, dendrites distaux) de la
substance noire. Cette étude a été effectuée in vitro, en mesurant la libération
de *H-DA synthétisée en continu a partir de *H-tyrosine. Précédemment, nous
avions montré que I'application de NMDA (50nM) en I’absence de magné-
sium induit une augmentation de la libération dendritique de *H-DA, I'ampli-
tude des réponses étant identique dans la SNC et la SNR. Afin d’augmenter
le seuil de détection de la libération du neurotransmetteur, certaines expé-
riences ont été effectuées en présence d’un inhibiteur de la recapture de DA,
la nomifensine (5 uM). Dans ces conditions, la libération spontanée de *H-
DA est fortement augmentée dans la SNC (x2) et la SNR (x3), tandis que
celle évoquée par le NMDA est diminuée dans la SNC. En présence de
tetrodotoxine (TTX, 1 pM), la réponse induite par le NMDA persiste dans
les deux régions de la substance noire, mais semble €tre légerement réduite en
absence de nomifensine. Enfin, le U50488 (1 M), un agoniste des récepteurs
opiacés de type kappa, ne modifie pas la libération dendritique de *H-DA
évoquée par le NMDA en absence de nomifensine. Ces résultats montrent
que la stimulation des récepteurs glutamatergiques de type NMDA localisés
sur les dendrites proximaux et distaux facilite la libération dendritique de DA.
Par contre celle-ci ne semble pas étre régulée par les afférences striato-
nigrales dynorphiniques.

4.3.3. Mise en jeu des récepteurs dopaminergiques dans la régulation de la
libération de dopamine évoquée par le NMDA dans les deux compartiments
striataux chez le rat

Précédemment, nous avions montré que le NMDA en absence de magné-
sium, stimule avec une plus forte amplitude la libération de *H-DA (synthéti-
sée en continu a partir de *H-tyrosine) dans des zones enrichies en matrice
que dans celles enrichies en striosomes dans des coupes de striatum de rat. En
dehors des effets excitateurs résultant en partie de la stimulation des récep-
teurs NMDA localisés sur les terminaisons dopaminergiques, le NMDA agit
également sur des récepteurs présents sur les neurones épineux de taille
moyenne riches en GABA et certains neuropeptides (tachykinines, dynorphine
et enképhaline). Il exerce ainsi indirectement un contrdle présynaptique inhi-
biteur sur la libération de *H-DA. De fait, le GABA et la dynorphine libérés
a partir des dendrites (régulation tétrodotoxine-insensible de ces neurones)
interviennent dans ces régulations inhibitrices dans les deux compartiments.
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De plus, dans les striosomes, des régulations inhibitrices supplémentaires
sensibles a la tétrodotoxine faisant intervenir le GABA et vraisemblablement
I’enképhaline ont pu étre démontrées. Enfin, ces régulations inhibitrices
médiées par le GABA et les peptides opiacés ne sont additives que dans la
matrice suggérant que dans ce compartiment ces médiateurs proviennent de
deux populations neuronales distinctes en accord avec des données précédem-
ment obtenues chez le chat.

Les neurones GABAergiques striataux riches en substance P et dynorphine
et ceux contenant de la neurokinine B et de I’enképhaline possédent respecti-
vement des récepteurs D1 et D2. Afin de déterminer si la DA intervient
indirectement par l'intermédiaire de circuits locaux dans la régulation de sa
libération en agissant sur ces récepteurs, ’effet du NMDA a été analysé en
présence des antagonistes DA de type D1 ou D2, le SCH 23390 et le sulpiride
respectivement.

Le SCH 23390 (0.1 p M) et le sulpiride (1 ou 10, M) potentialisent Ieffet
du NMDA sur la libération de DA dans les deux compartiments striataux par
des mécanismes tétrodotoxine-sensibles. L’effet provoqué par le sulpiride est
totalement antagonisé par le quinpirole (20n M ; agoniste des récepteurs DA
D2) dans la matrice mais que partiellement dans les striosomes. En dehors de
I'intervention des autorécepteurs D2, ces résultats indiquent que la DA libérée
sous l'effet du NMDA controle sa propre régulation par des circuits locaux
inhibiteurs en agissant sur des récepteurs D1 et D2 dans les deux comparti-
ments striataux.

5. SYSTEMES DOPAMINERGIQUES MESOCORTICAUX
ET MESOLIMBIQUES

5.1. ETUDES BIOCHIMIQUES ET COMPORTEMENTALES
(Responsable de I’équipe : Jean-Pol Tassin)

5.1.1. Etudes des interactions noradrénalineldopamine dans le cortex préfrontal
du rat

Des études antérieures, tant biochimiques que comportementales, nous
avaient indiqué la présence d’une interaction entre I'effet de la stimulation des
récepteurs dopaminergiques de type D1 et celle des récepteurs al-adrénergi-
ques du cortex préfrontal du rat. L’utilisation de cultures primaires de neu-
rones embryonnaires de rat a permis d’aborder les mécanismes biochimiques
intracellulaires qui interviennent dans la sensibilité des récepteurs D1. Un
traitement prolongé (20 minutes) des neurones avec de la dopamine (DA :
5.107° M) entraine une désensibilisation de la réponse de type D1. La resensi-
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bilisation de cette réponse aprés élimination de la DA est accélérée par la
stimulation des récepteurs al-adrénergiques par de la méthoxamine. Cet effet
est reproduit par le phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA) et bloqué par
I'inactivation de la protéine kinase C obtenue par la staurosporine. Sur des
neurones dont les protéine kinases C ont été désensibilisées par un traitement
prolongé par le PMA, la stimulation des récepteurs al n’accélere plus la
resensibilisation des récepteurs D1. Ces résultats montrent le role de I'activa-
tion d’une protéine kinase C dans leffet permissif de la stimulation des
récepteurs a l-adrénergiques.

Une étude identique, réalisée sur des neurones de striatum en culture,
montre que la resensibilisation des récepteurs D1 striataux n’est pas modifiée
par la stimulation des récepteurs o l-adrénergiques. En revanche, des résul-
tats préliminaires indiquent que la stimulation de récepteurs glutamatergiques
pourrait étre impliquée dans la régulation des récepteurs D1 au sein de cette
structure. Ce dernier résultat est a rapprocher de la présence d’'une hétéroré-
gulation des récepteurs D1 striataux par les fibres glutamatergiques mise en
évidence précédemment. (F. Trovero, P. Marin).

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

Nous avons cherché a caractériser plus précisément le récepteur DA a haute
affinité pour le sulpiride que nous avions mis en évidence dans le cortex
préfrontal. L’analyse informatique des courbes de déplacement que nous
avions obtenues nous a indiqué que ce site représentait jusqu’a 48 % des sites
marqués par l'iodosulpride dans le cortex préfrontal, les sites D4 et D2
représentant respectivement 28 % et 9 %. En présence de 45 nM de cloza-
pine, le site a haute affinité pour le sulpiride n’est pas déplacé, ce qui indique
clairement que ce site est différent du récepteur D4 décrit par Van Tol et al.
Enfin, le fait que les dérivés des benzamides RIV 2093 et LUR 2366
déplacent ce site avec de bonnes affinités (2,5 nM et 1 nM respectivement)
suggere que le récepteur que nous avons mis en évidence dans le cortex
préfrontal est identique a celui décrit précédemment dans le striatum par
Sokoloff et al. Ce récepteur n’est pas encore répertorié car il n’a pas été
cloné. (J. Mantz, D. Hervé, F. Trovero , J.P. Tassin).

5.1.3. Essai de caractérisation des cellules corticales portant les récepteurs DI,
D2 et o I-adrénergiques

Afin de pouvoir mieux comprendre l'influence des neurones dopaminergi-
ques méso-corticaux sur l'activité des efférences cortico-sous-corticales, nous
avons essayé de déterminer quels étaient les neurones corticaux portant les
récepteurs DA. Pour ce faire, nous avons injecté une neurotoxine, la volken-
sine, bilatéralement dans le striatum. Cette neurotoxine emprunte le flux
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rétrograde et détruit donc les neurones corticaux envoyant des projections
dans le striatum. Apres vérification histologique de la disparition quasi-totale
des cellules pyramidales du cortex préfrontal, nous n’avons constaté qu’une
baisse de 17 % des récepteurs D1 et des effets non significatifs sur les
récepteurs al-adrénergiques et les sites a neurotensine. De fagon inattendue,
la densité des récepteurs de « type D2 » (cf. 5.1.2) était presque doublée. Ces
résultats préliminaires indiquent que la majorité des récepteurs analysés est
portée par des cellules intra-corticales ou n’envoyant pas de projection vers le
striatum (S. Pirot, J.P. Tassin).

5.1.4. Conséquences comportementales a long terme d’'un blocage aigu
des récepteurs DI corticaux.

Nous avions montré précédemment que le blocage des récepteurs D1
corticaux par linjection de SCH 23390 in situ augmentait I’hyperactivité
locomotrice obtenue par une injection d’amphétamine dans une structure sous-
corticale, le noyau accumbens. Nous montrons maintenant que 48 heures
apres I'administration corticale de SCH 23390, les animaux sont devenus hypo-
réactifs a I'injection d’amphétamine dans le noyau accumbens. Ce phénoméne
semble dii a une baisse de la réactivit¢ des neurones DA méso-limbiques
puisque la sensibilité des récepteurs post-synaptiques D1 du noyau accumbens
(mesurée par lactivité adénylate cyclase sensible a la DA ou I’administration
d’un agoniste D1, le SK & F 38393) est augmentée 48 heures aprés I'injection
de SCH 23390 dans le cortex préfrontal. Cet effet retardé du blocage des
récepteurs D1 corticaux sur la transmission DA sous-corticale pourrait s’expli-
quer par une action d’hétérorégulation des fibres cortico-sous-corticales sur les
récepteurs D1 sous-corticaux (P. Vézina, J.P. Tassin).

5.1.5. Etude de la protéine Golf du striatum

Nous avions montré précédemment que les neurones striataux possédant les
récepteurs D1 contiennent des quantités élevées de la sous-unité a de Golf
(Golf o) et des quantités faibles sinon nulles de la sous-unité de Gs (Gs a).
Cela nous avait permis de suggérer fortement que Golf assure le couplage des
récepteurs D1 avec 'adénylcyclase dans les neurones striataux. La présence de
Golfa a été détectée dans le striatum chez tous les animaux testés (rat,
souris, cobaye, lapin, chat, singe). Cela montre que I’expression de Golf dans
le striatum n’est pas une simple particularité du rat.

A T'aide d’une sonde ’ADN complémentaire, quatre transcripts de Golf a
de longueurs différentes ont pu étre observés dans le striatum du rat. L’étude
d’'une banque d’ADN complémentaires générés a partir ’ARN de striatum,
montre cependant que malgré leur diversité ces transcripts n’engendrent
qu'une seule protéine et ne different en fait que par leurs régions non

codantes. Des régions 5’ non codantes de différentes longueurs sont le résultat
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de I'épissage alternatif d’un exon alors qu’au moins 3 sites différents de
polyadénylation expliqueraient la variabilité de la région 3’ non codante. Le
role de ces parties non codantes, par exemple dans la traduction ou la
stabilité des transcripts ainsi que leurs apparitions au cours du développement
du striatum restent a déterminer.(D. Hervé, M. Lévi-Strauss).

5.1.6. Etude de lactivité des neurones DA méso-corticaux pendant les phases
de sommeil paradoxal

Des travaux électrophysiologiques ont montré que les neurones noradréner-
giques (NA) et sérotoninergiques interrompaient leur activité pendant les
phases de sommeil paradoxal. L’enregistrement des neurones DA de l’aire
tegmentale ventrale ne montre pas de variations d’activité liées aux change-
ments d’état. En collaboration avec le groupe du Dr S. Nicolaidis (M. Orosco,
Z. de S' Hilaire, C. Rouch), nous avons étudié par microdialyse les variations
de libération de NA et DA dans le cortex préfrontal du rat au cours du
sommeil. Nos premiers résultats montrent des baisses paralleles de 30 a 40 %
des libérations de NA et DA au cours du sommeil paradoxal. Ces données
suggeérent que les neurones DA méso-corticaux, contrairement aux neurones
DA méso-limbiques et méso-striataux, interrompent leur activité au cours du
sommeil paradoxal (G. Blanc, J.P. Tassin).

5.2. ETUDES ELECTROPHYSIOLOGIQUES ET ANATOMIQUES
(Responsable de I’équipe : Anne-Marie Thierry)

5.2.1. Identification du neuromédiateur de la voie noyau médiodorsal
du thalamus-cortex préfrontal

Le cortex préfrontal (CPF) est classiquement défini comme la région corti-
cale en relation réciproque avec le noyau médiodorsal du thalamus (MD).
Dans une étude précédente, nous avons mis en évidence que la stimulation
électrique du MD induit une réponse excitatrice sur les neurones du CPF. Cet
effet peut étre di non seulement a I’activation des neurones du MD qui
innervent le CPF mais également a I’activation des collatérales récurrentes des
fibres corticales qui projettent sur le thalamus. Afin de caractériser plus
spécifiquement les réponses induites par l'activation de la voie MD-CPF et
déterminer le neuromédiateur de cette voie, une double approche neuroanato-
mique et électrophysiologique a été utilisée chez le rat anesthésié avec un
mélange air-fluothane.

Certaines voies thalamo-corticales contiennent un acide aminé excitateur
comme neuromédiateur. Afin de vérifier cette hypothése dans le cas de la
voie MD-CPF, la méthode de marquage par transport rétrograde de D-H
aspartate a été utilisée. Apreés injection de D-’H aspartate dans le CPF
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médian, de nombreux corps cellulaires marqués sont observés au niveau du
MD, suggérant que le neuromédiateur de la voie MD-CPF est un acide aminé
excitateur. Par ailleurs, I'injection locale de glutamate au niveau du MD, qui
stimule l'activité des corps cellulaires sans affecter les fibres qui innervent
cette structure, induit une activation des cellules enregistrées au niveau du
CPF, confirmant que la voie MD-CPF est excitatrice.

Une analyse pharmacologique a été ensuite entreprise, afin de déterminer le
type de récepteur impliqué dans les réponses excitatrices induites par la
stimulation du MD. Dans un premier temps, les réponses excitatrices évo-
quées par l'activation de la voie MD-CPF ont pu étre différenciées de celles
induites par l'activation des collatérales récurrentes des efférences corticales,
en déterminant le temps de conduction de ces deux voies a l'aide de la
méthode d’activation antidromique. Le temps de conduction de la projection
MD-CPF étant compris entre 1,4 et 11 ms (m = 4,8 + 0,3 ms) et celui de la
projection CPF-MD entre 4 a 24 ms (m = 9,5 * 0,3 ms), les réponses
excitatrices ayant une latence inférieure a 4 ms sont trés vraisemblablement
dies a l’activation de la voie MD-CPF. Ces réponses a courte latence sont
principalement enregistrées au niveau de la couche III du CPF, couche ou
sont localisées les afférences du MD, alors que les réponses exctatrices a
latence plus longue sont observées au niveau des différentes couches du CPF.
Les effets de I’application iontophorétique d’antagonistes des deux principaux
sous-types de récepteurs du glutamate (récepteurs AMPA et NMDA) ont été
analysés sur les réponses excitatrices a courte latence induites par la stimula-
tion du MD. Ces réponses sont bloquées dans 88 % des cas par I'application
de CNQX, un antagoniste des récepteurs AMPA et seulement dans 5 % des
cas par ’APV, un antagoniste des récepteurs NMDA.

Ces données montrent que le neuromédiateur de la voie MD-CPF est
vraisemblablement le glutamate et que les réponses excitatrices induites par
I’activation de cette voie sont principalement médiées par des récepteurs
AMPA (S. Pirot, T. Jay).

5.2.2. Etude anatomo-fonctionnelle du systéme noyau accumbens-substance
noire-thalamus

Le noyau accumbens est 'une des composantes majeures du striatum
ventral et correspond a l'une des principales cibles striatales du cortex pré-
frontal (CPF). Le noyau accumbens n’innerve pas de facon directe le CPF
mais utilise les systemes efférents des ganglions de la base. Ce systéme
comprend le pallidum ventral et sa projection sur le noyau mediodorsal du
thalamus qui lui méme innerve le cortex préfrontal. Récemment, une projec-
tion du noyau accumbens sur la région dorsale de la substance noire médiane
a également été décrite et il a été proposé que, via cette efférence sur la pars
reticulata de la substance noire, le noyau accumbens pourrait jouer un role
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d’interface entre le systéme limbique et le systétme moteur extrapyramidal.
Notre étude a consisté a identifier les cibles thalamiques des neurones de la
subtance noire qui regoivent une influence du noyau accumbens a I’aide d’une

approche neuroanatomique et électrophysiologique.

La méthode neuroanatomique utilisant le transport antérograde et rétro-
grade de WGA-HRP a permis de mettre en évidence que la région dorso-
médiane de la substance noire recoit une importante innervation des neurones
du noyau accumbens localisés principalement dans le « core » et projette sur
la région médio-ventrale du noyau médiodorsal du thalamus (MD) ainsi que
sur la partie antéro-médiane du noyau ventromédian du thalamus (VM).

L’influence du noyau accumbens sur P’activité des neurones de la région
dorso-médiane de la substance noire qui projettent au MD ou au VM a été
analysée chez le rat anesthésié avec de la kétamine. Les cellules de la pars
reticulata de la substance noire projetant au MD ou au VM ont été identifiées
sur la base de leur activation antidromique évoquée a partir de ces noyaux
thalamiques. La stimulation (1HZ) du noyau accumbens induit une inhibition
de Tlactivité spontanée de la majorité des neurones de la pars reticulata
projetant au MD ou au VM. Les réponses inhibitrices observées sur les
neurones nigro-MD et nigro-VM ont respectivement une durée moyenne de
23,7 £ 1,6 ms et de 20,4 + 1,6 ms et une latence moyenne de 17,9 + 0,7 ms
et de 18,1 + 1,1 ms. Cet effet inhibiteur est vraisemblablement direct, en
effet la latence moyenne des réponses inhibitrices est en accord avec le temps
de conduction de la voie noyau accumbens-subtance noire (16,5 * 0,3 ms).

En conclusion, ces données montrent que non seulement le pallidum ventral
mais également la pars reticulata de la substance noire participent au systéme
reliant le noyau accumbens au MD. D’autre part, cette étude a permis de
mettre en évidence une relation indirecte via la substance noire entre le noyau
accumbens et le VM. Le MD ainsi que la région antéro-médiane du VM
innervent le cortex préfrontal, suggérant que le noyau acccumbens, par ses
projections sur les neurones nigro-thalamiques, a la possibilit¢é de moduler
lactivit¢é du CPF. Cette étude a été réalisée en collaboration avec J.M.
Deniau (Université Paris VI).
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