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TRAVAUX DU LABORATOIRE DE NEUROPHARMACOLOGIE 
(INSERM U.114) 

1. RÉGULATION DES SYSTÈMES DE TRANSDUCTION ASSOCIÉS 
À CERTAINS RÉCEPTEURS MEMBRANAIRES 

1.1. MÉCANISMES IMPLIQUÉS DANS LA SURVIE NEURONALE 
(Responsable de l'équipe : Joël Prémont) 

Libéré en grande quantité pendant l'ischémie, le glutamate est originaire des 
neurones glutamatergiques mais peut provenir également des astrocytes ou des 
cellules endothéliales. Dans l'hippocampe, les neurones cibles des neurones riches 
en glutamate et Zn 2 + sont ceux qui dégénèrent principalement après une ischémie 
globale transitoire. Lors de la reperfusion faisant suite à l'ischémie, l'altération 
fonctionnelle des mitochondries conduit à une réduction incomplète de l'oxygène 
moléculaire et par conséquent à une production importante de radicaux supe
roxides et de leur produit de dismutation, H 2 0 2 . Cette année nous avons poursuivi 
nos études dans ce domaine en analysant les mécanismes impliqués dans les 
effets toxiques de l'eau oxygénée et du zinc. De plus, Charles Calvo a identifié 
le facteur chémoattractant libéré par les neurones favorisant la migration des 
monocytes/macrophages. 

1.1.1. Analyse des effets neurotoxiques de l'eau oxygénée 
(Études effectuées par Frank Mailly) 

Rôle du glutamate extracellulaire : En utilisant des cultures de neurones corti
caux de souris. nous avons recherché si une accumulation extracellulaire de 
glutamate et une stimulation secondaire des récepteurs glutamatergiques de type 
NMDA n'intervenaient pas dans la neurotoxicité de l 'H 2 0 2 . Cet agent neuro-
toxique bloque en effet le transport neuronal du glutamate. L'exposition des 
neurones à l 'H 2 0 2 provoque une augmentation des taux extracellulaires du glu
tamate et cet effet est bloqué par le MK801 ou l'ΑΡ5, des inhibiteurs non 
compétitif et compétitif des récepteurs NMDA, respectivement. Cet effet neuro-



protecteur diminue en fonction du délai de l'application des antagonistes après le 
traitement : H 2 0 2 . 

Rôle des PARP : En altérant l'ADN, les radicaux hydroxyles provoquent une 
activation des Poly-ADP-Ribose-Polymérases. Ceci conduit à une réduction des 
taux de NAD et à une consommation importante d'ATP qui contribue à la 
resynthèse de NAD. Effectivement, l'exposition des neurones à l'Η,Ο, provoque 
une réduction des taux intracellulaires de NAD et d'ATP. Les taux d'ATP 
reviennent en partie à des valeurs normales en présence de nicotinamide ou de 
benzamide, des inhibiteurs de PARP. Toutefois, la chute des taux d'ATP ne 
résulterait pas uniquement d'une consommation accrue de l' ATP liée à l'activation 
des PARP mais également d'une inhibition de la synthèse d'ATP provoquée par 
une altération mitochondriale et, notamment, une disruption du gradient de pro
tons. Les antagonistes des récepteurs NMDA ne diminuent pas la chute de NAD 
induite par l 'H 2 0 2 mais ils restaurent en partie les taux d'ATP. Les effets des 
inhibiteurs de PARP et des antagonistes NMDA sur les taux d'ATP sont presque 
additifs. L'application combinée de ces traitements est très bénéfique sur la survie 
neuronale. 

1.1.2. Protection de la neurotoxicité du glutamate dans le striatum 
par le lactate, le pyruvate. Étude des mécanismes mis en jeu 
(Étude effectuée par Marion Maus) 

Nous avions montré que l'application transitoire (30 minutes) de glutamate ou 
de NMDA sur des cultures de neurones striataux de la souris provoque une mort 
neuronale importante (estimée 24 heures après le traitement). Ces effets sont 
fortement amplifiés en absence de glucose. 

En absence de glucose, le lactate ou le pyruvate (5-20 mM) protègent en grande 
partie (>50 %) les neurones de la toxicité induite par le NMDA. Ces substrats 
énergétiques sont également efficaces en présence de glucose et protègent les 
neurones de la toxicité induite par des concentrations sous-maximales de NMDA 
(30-70 μΜ). Le D-lactate est dépourvu d'effet. Le lactate et le pyruvate protègent 
également les neurones d'une toxicité induite par l'ΑΜΡΑ (mise en évidence en 
présence de cyclothiazide, substance qui inhibe la désensibilisation rapide des 
récepteurs AMPA). 

L'application de NMDA (30 μΜ) pendant 30 minutes sur des neurones striataux 
provoque une réduction prononcée des taux intracellulaires d'ATP, effet qui est 
très aggravé en absence de glucose. Le lactate ou le pyruvate restaurent des taux 
d'ATP élevés, voisins de ceux observés en présence de glucose. Ils peuvent 
également se substituer au glucose et servir de substrats métaboliques. Nous 
avons pu le mettre en évidence en mesurant la respiration mitochondriale des 
neurones en absence de glucose (mesurant de l'activité des deshydrogénases 
mitochondriales = réduction du sel de tétrazolium MTT en un précipité bleu 
formazan). Le lactate et le pyruvate protégent donc les neurones striataux de la 
toxicité évoquée par le NMDA. 



Selon certains auteurs, la neurotoxicité du NMDA serait principalement liée à 
une activation retardée des récepteurs NMDA (après retrait du NMDA) par le 
glutamate (ou un autre agoniste des récepteurs NMDA) libéré de façon prolongée 
par les neurones. Nous avons montré que le pyruvate prolonge la durée d'acti-
vation des récepteurs NMDA des neurones striataux (après le retrait du NMDA) 
et réduit sa toxicité en diminuant l'intensité de ses effets délétères (expériences 
réalisées en appliquant un antagoniste des récepteurs NMDA, le MK 801, à des 
temps croissants après le retrait du NMDA). De plus, le pyruvate reduit de façon 
importante l'augmentation de la concentration extracellulaire de glutamate évo
quée par le NMDA. 

Le pyruvate et le lactate peuvent traverser la barrière hémato-encéphalique et 
sont tolérés par l'organisme à des concentrations plasmatiques de l'ordre du 
millimolaire. L'utilisation thérapeutique du pyruvate dans des situations patholo
giques telle que l'ischémie cérébrale (situation dans laquelle une libération pro
longée de glutamate et une production accrue d ' H 2 0 2 semblent responsables de 
la mort neuronale) pourrait donc être envisagée après vérification de son effet 
neuroprotecteur in vivo. 

1.1.3. Effets neurotoxiques du zinc 
(Étude effectuée par Philippe Marin) 

Présent en concentrations millimolaires dans les vésicules de certaines termi
naisons nerveuses glutamatergiques du cortex cérébral et de l'hippocampe (no
tamment les fibres moussues), le Zn 2 + vésiculaire peut-être co-libéré avec le 
glutamate lors d'une stimulation nerveuse. Il module les effets du glutamate en : 
a) potentialisant les réponses provoquées par l'activation des récepteurs AMPA, 
b) bloquant l'activation des récepteurs NMDA par une inhibition de ces récepteurs 
indépendante du potentiel (concentrations 0.1-1 μΜ) ou en bloquant directement 
le canal selon un mécanisme voltage-dépendant (concentrations 10-100 μΜ) et 
enfin c) en inhibant la recapture astrocytaire du glutamate. Le Zn 2 + agirait 
également directement dans la neurotoxicité observée au niveau des régions 
hippocampiques innervées par les fibres moussues à la suite d'une ischémie 
globale transitoire. 

Nous avons étudié les mécanismes impliqués dans l'influx de Zn 2 au niveau 
de neurones corticaux de la souris en utilisant deux sondes fluorescentes : le TSQ, 
une quinone qui interagit préférentiellement avec le Zn 2 + associé aux membranes 
et le BTC-5N, une sonde reconnaissant le Zn 2 + libre cytosolique et qui est 
insensible aux ions Ca 2 + et Mg 2 + . 

La majorité du Zn 2 + qui pénètre dans les neurones s'associe rapidement aux 
membranes. En effet, la fluorescence du TSQ est augmentée et celle du BTC-5N 
reste inchangée lorsque les neurones sont en présence de Zn 2 + . De plus, une 
perméabilisation de la membrane plasmique effectuée à l'aide de digitonine ne 



provoque pas une disparition de la fluorescence du TSQ liée au Zn 2 +. Ces données 
ont été confirmées par fractionnement subcellulaire : effectivement, le Zn 2 + s'ac
cumule essentiellement dans les membranes et une partie importante du Zn 2 + 

cytosolique est associée aux protéines. La dissociation du Zn 2 + des membranes 
neuronales est un phénomène très lent car l'application de TSQ une heure après 
l'exposition des neurones au Zn 2 + produit une fluorescence identique à celle 
obtenue lorsque la sonde est appliquée immédiatement après le traitement. L'in
flux de Zn 2 + ne résulte pas d'une diffusion au travers des récepteurs AMPA ou 
des canaux calciques voltage-dépendants. Toutefois, l'influx de Zn 2 + peut être 
facilité par l'activation des récepteurs AMPA ou une dépolarisation membranaire. 
Nous n'avons pas pu mettre en évidence une augmentation de l'influx neuronal 
de Zn 2 + dans des conditions expérimentales permettant le fonctionnement réverse 
de l'échangeur Na +/Ca 2 +. Selon nos données, l'essentiel de l'influx spontané de 
Zn 2 + résulterait de la capacité du Zn 2 + de diffuser librement à travers la bicouche 
lipidique. L'existence d'un transporteur spécifique du Zn 2 + peut être également 
envisagée. 

Un mécanisme semblable d'influx du Zn 2 + semble intervenir également dans 
ses effets neurotoxiques. En effet, la mort neuronale retardée (estimée 24 heures 
après le traitement) induite par une exposition transitoire de 30 min des neurones 
au Zn 2 + n'implique pas l'ouverture de récepteurs AMPA ou NMDA ou des 
canaux calciques voltage-dépendants. Elle semble résulter d'une stimulation se
condaire des récepteurs NMDA liée à une libération retardée du glutamate par 
les neurones préalablement exposés au Zn 2 +. En effet, le Zn 2 + induit une augmen
tation retardée des concentrations extracellulaires de glutamate. De plus, les effets 
neurotoxiques du Zn 2 + ne sont pas diminués par une application simultanée des 
antagonistes des récepteurs NMDA (MK-801 ou AP5). Par contre, ils sont 
considérablement réduits lorsque ces antagonistes sont appliqués après l'exposi
tion des neurones au Zn 2 + . L'augmentation des taux extracellulaires de glutamate 
évoquée par le Zn 2 + pourrait résulter de l'inhibition de la respiration mitochon-
driale et par conséquent d'une diminution des taux intracellulaires d'ATP. Ce 
phénomène serait en effet responsable d'une dépolarisation membranaire et de 
l'augmentation de la libération de glutamate. Le Zn 2 + pourrait également inhiber 
des transporteurs neuronaux du glutamate tel que cela a été mis en évidence dans 
les astrocytes. Cette inhibition serait alors à l'origine de l'accumulation de concen
trations neurotoxiques de glutamate dans le milieu extracellulaire. 

Ainsi, le Zn 2 + co-libéré avec le glutamate au cours d'une ischémie cérébrale, 
pourrait amplifier le processus de neurotoxicité lié à l'activation par le glutamate 
des récepteurs NMDA. La liaison prolongée du Zn 2 + aux membranes des neurones 
cibles provoquerait des modifications à long terme de certaines de leurs propriétés 
et notamment une capacité accrue de libérer du glutamate. 



1.1.4. Effet inhibiteur du zinc sur la synthèse protéique 
(Étude effectuée par Merhdad Alirezai et Philippe Marin) 

Les périodes d'ischémie cérébrale s'accompagnent d'une inhibition de la syn
thèse protéique neuronale, phénomène qui peut en partie résulter de la phospho
rylation du facteur eEF-2 par le glutamate. En accord avec des données obtenues 
par d'autres auteurs sur un lysat de réticulocytes, nous avons montré que le Zn 2 + 

inhibe également la synthèse des protéines des neurones corticaux de la souris. 
Cette inhibition (plus de 80 %) induite par 100 μΜ de Zn 2 + résulte bien d'un 
influx de Zn 2 + car l'efficacité de concentrations sous-maximales de Zn 2 + est 
fortement accrue en présence d'un ionophore spécifique du Zn 2 + , la Na+-pyri-
thione. Cet effet inhibiteur du zinc ne nécessite pas l' activation des récepteurs 
NMDA et AMPA ou l'influx du Zn 2 + par des canaux calciques potentiel dépen
dants. 

L'effet inhibiteur du Zn 2 + sur la synthèse protéique n'implique que de façon 
marginale la phosphorylation du facteur d'elongation eEF-2. La phosphorylation 
d'eEF-2 est moins importante que celle induite par le glutamate alors que l'effet 
inhibiteur du Zn 2 + sur la synthèse protéique est plus prononcé que celui du 
glutamate. De plus, cette phosphorylation est transitoire alors que l'inhibition de 
synthèse protéique est prolongée. Par contre, les amplitudes de la phosphorylation 
du facteur d'initiation elF-2 et de l'inhibition de la synthèse protéique induites 
par le zinc sont voisines de celles induites par la thapsigargine, un inhibiteur de 
l'ATPase /Ca 2 + du RE qui provoque une déplétion des stocks calciques intracel
lulaires. 

En conclusion, le Zn 2 + , libéré avec le glutamate lors d'une ischémie cérébrale, 
pourrait contribuer à l'inhibition de la synthèse protéique neuronale observée 
dans cette pathologie. Cette inhibition de synthèse protéique est essentiellement 
liée à la phosphorylation du facteur d'initiation eIF-2 de la synthèse des protéines. 

1.1.5. Neurotoxicité et recrutement des monocytes/macrophages dans le SNC 
(Étude réalisée par Charles Calvo) 

Au cours du développement, le processus physiologique de mort neuronale est 
associé à une accumulation de monocytes/macrophages dans le tissu nerveux. 
Cette infiltration monocytaire serait ainsi à l'origine d'une partie au moins de la 
population microgliale observée dans le SNC adulte. 

Nous nous sommes intéressés au mécanisme associé à cette migration. Nous 
avons proposé que cette réponse monocytaire soit due à un gradient de facteurs 
chimioattractants produits par les cellules corticales embryonnaires. En utilisant 
des milieux conditionnés de cellules nerveuses embryonnaires, et un test de 
migration des macrophages cérébraux in vitro, nous avions déjà montré l'existence 
d'une telle activité. La caractérisation biochimique avait permis de démontrer 
l'implication d'une molécule de type peptidique dans cette activité chimioattrac-
tante. En recherchant des agents ayant la capacité de bloquer la migration des 



macrophages, nous avons remarqué que la naloxone était particulièrement effi
cace, l'inhibition de la migration pouvant atteindre 70 % à 10 - 6M. Nous avons 
donc envisagé que l'un (des) membre(s) de la famille des peptides opiacés était 
responsable de l'activité chimioattractante décelée dans nos expériences. Par une 
analyse d'amplification de gène après une transcription inverse de l'ARN total 
isolé, nous avons montré que les macrophages cérébraux utilisés dans le test de 
chimioattraction expriment les trois principaux récepteurs des opiacés (mu, delta, 
kappa). L'étude du blocage de la migration avec des antagonistes sélectifs pour 
chacun des récepteurs a révélé l'intervention du récepteur mu et/ou delta. L'ex
périence inverse consistant à tester l'effet d'agonistes sélectifs a permis de mettre 
en évidence que seul un peptide agoniste du récepteur delta à la capacité d'attirer 
les macrophages cérébraux dans des proportions équivalentes à celles obtenues 
avec le milieu conditionné des cellules mixtes embryonnaires. 

En conclusion, un peptide opiacé de type delta serait produit par les cellules 
nerveuses embryonnaires et participerait au mécanisme d'infiltration du SNC par 
des cellules macrophagiques (C.-F. Calvo et M. Gelman). 

1.2. ÉTUDE DES INTERACTIONS NEURONES-GLIES PAR L'INTERMÉDIAIRE 
DES JONCTIONS COMMUNICANTES 
(Responsable de l'équipe : Christian Giaume) 

1.2.1. Contrôle neuronal de la communication jonctionnelle des astrocytes 

L'influence des neurones sur la communication jonctionnelle astrocytaire a été 
étudiée à l'aide de plusieurs modèles de cultures d'astrocytes purs et de co-
cultures neurones-astrocytes issues de striata de rats embryonnaires. Dans les 
différents types de cultures, la présence de neurones augmente de 50 % le 
couplage diffusionnel dans les astrocytes pour un traceur intercellulaire fluorescent 
(le jaune Lucifer). Le couplage diffusionnel entre les astrocytes a été étudié par 
des enregistrements en patch-clamp et la technique de « scrape-loading ». L'aug
mentation du couplage est observée à partir du 7e jour de culture des neurones 
lorsque ceux-ci présentent une activité synaptique spontanée importante et des 
courants entrants sodiques de grande amplitude. Cet effet dépend de la densité 
des neurones, et atteint une valeur maximale pour un rapport de 1 neurone pour 
2 astrocytes. Par contre, la co-culture d'astrocytes et de cellules microgliales 
réalisée dans des proportions identiques diminue de 35 % le couplage diffusionnel 
astrocytaire. Ces observations ont été complétées en réalisant des western blots 
avec un anticorps reconnaissant la connexine 43 (Cx43), la protéine majoritaire 
des jonctions communicantes astrocytaires. L'expression de la Cx43 est augmen
tée en présence de neurones cultivés pendant plus d'une semaine et diminuée en 
présence de cellules microgliales ce qui est en accord avec les données fonction
nelles. 

La stimulation des récepteurs neuronaux NMDA (libération d'un messager 
transcellulaire, l'acide arachidonique), ou l'induction d'une mort neuronale après 



une période de 24 h inhibent l'effet stimulant neuronal sur le couplage diffusionel 
observé au niveau des astrocytes. L'effet des neurones dépend de leur activité 
électrique : il est supprimé par une application prolongée ( 1 -3 jours) de tetrodo-
toxine, d'antagonistes des récepteurs AMPA (CNQX), ou GABA A (picrotoxine 
ou bicuculline). L'augmentation de la communication astrocytaire induite par les 
neurones accroit (30 %) l'étendue de la propagation des vagues calciques inter
cellulaires induites dans les astrocytes par stimulation mécanique unitaire. 

Ces différentes observations confirment que les neurones et les astrocytes 
interagissent de manière étroite et réciproque en facilitant leur mode de commu
nication : la transmission synaptique pour les neurones et la communication 
jonctionnelle pour les astrocytes (Nathalie Rouach, Jocelyne Cordier). 

1.2.2. Étude comparative des courants chlore dans les astrocytes isolés 
ou confluents 

Plusieurs sous-populations d'astrocytes peuvent être distinguées en fonction de 
différences dans leur relation entre le courant et le voltage (I/V). Cette diversité 
pourrait résulter de l'existence d'un couplage « électrique » entre ces cellules. 
Les caractéristiques de la relation I/V ont donc été étudiées sur des astrocytes 
isolés ou confluents, enregistrés en patch-clamp en configuration « cellule en
tière » dans des cultures primaires de striatum de rat embryonnaire. 

A confluence, la majorité des astrocytes présente une relation I/V proche de la 
linéarité et un potentiel d'inversion moins négatif que ceux des astrocytes isolés 
(- 46 ± 5 mV et - 73 ± 4 mV, respectivement) dont la relation I/V présente une 
rectification (entrante et/ou sortante). Si l'application d'acide glycérophtalique, un 
inhibiteur des canaux jonctionnels, réduit le courant total (84 ± 6 %), elle ne 
modifie pas la linéarité de la relation I/V ni son potentiel d'inversion. Par contre, 
l'application de NPPB, un bloquant des canaux chlore, qui réduit l'amplitude du 
courant total (19 ± 7 %), fait apparaître une rectification et déplace le potentiel 
d'inversion (- 65 ± 6 mV). Ces effets sont reproduits partiellement par un autre 
bloquant des canaux chlore, le DIDS. Ces deux agents ont des effets moins 
marqués sur des astrocytes isolés. Une importante composante chlore pourrait 
donc contribuer au courant total des astrocytes confluents. Ceci a été confirmé en 
substituant le potassium externe et interne par du césium, puisque le potentiel 
d'inversion (- 27 ± 5 mV) est alors proche de celui des ions chlore (- 30 mV). 
En présence de césium, une augmentation du calcium intracellulaire, provoquée 
par une application d'ionomycine en présence de calcium externe, induit une 
augmentation du courant chlore sensible au NPPB. Des applications identiques 
réalisées après le blocage des courants potassium et chlore activent également 
une conductance cationique non-sélective. 

En conclusion, les canaux chlore semblent jouer un rôle important dans l'ap
parition des nouvelles propriétés des astrocytes organisés en réseaux. Dans cette 



situation, ces canaux pourraient contribuer à des fonctions astrocytaires telles que 
la propagation de vagues calciques et la régulation du volume cellulaire (Rostislav 
Byshkov). 

1.2.3. Étude du rôle des jonctions communicantes (synapses électriques) 
entre les neurones des ganglions de la base 

Les neurones gabaergiques épineux de taille moyenne (NETM) présents en 
majorité dans le striatum sont massivement innervés par des afférences en pro
venance du cortex cérébral, du thalamus et du mésencéphale. Ces neurones 
projettent directement sur des aires de sorties majeures des ganglions de la base 
telles que le globus pallidus et la substance noire. D'autre part, par l'intermédiaire 
de leurs collatérales, les NETM constituent une des principales populations 
neuronales impliquées dans les interactions internes du striatum. Une caractéris
tique de ces neurones est qu'ils sont connectés entre eux par des jonctions 
communicantes. Ces jonctions présentent un certain degré de spécificité et de 
plasticité : chez l'adulte le couplage entre les NETM respecte les divisions 
anatomo-fonctionnelles (striosomes et matrice) du striatum et la perméabilité 
jonctionnelle entre NETM est régulée au cours du développement post-natal, et 
est sensible aux lésions de structures afférentes au striatum et à des traitements 
pharmacologiques (neuroleptiques) à court ou à long termes. 

La technique de patch-clamp utilisée sur tranches de cerveaux nous a permis 
de confirmer et d'étudier le couplage diffusionnel, à l'aide d'un traceur intercel
lulaire — la biocytine —, au niveau des NETM du striatum et des neurones 
dopaminergiques de la substance noire pars compacta. Le couplage diffusionnel 
est important au début du développement et puis diminue. En effet, l'incidence 
du couplage entre les NETM est de 70 % à P5, 56 % à P10, 64 % à P15 et 23 % 
à P25. Ce couplage diffusionnel disparaît lorsque les tranches de cerveau ont été 
traitées par des agents inhibant la communication intercellulaire par l'intermé
diaire des jonctions communicantes, tels que l'halothane ou la carbonexolone. 
L'incidence de couplage entre les neurones dopaminergiques de la substance 
noire est de 24 % entre P5 et P25. L'existence de ces couplages (NETM et 
neurones dopaminergiques) suggère que des groupes de neurones pourraient 
fonctionner de manière synchrone (Laurent Venance, Anne-Marie Godeheu). 

1.3. RÉCEPTEURS DES TACHYKININES ET SYSTÈMES DE SIGNALISATION 
(Responsables de l'équipe : Jean-Claude Beaujouan, Yvette Torrens et Martine 
Tencé) 

1.3.1. Caractérisation pharmacologique du site des tachykinines NK1 
(septide-sensible) dans les glandes sous-maxillaires de rat 

Cette étude a été effectuée en collaboration avec les Drs S. Lavielle et 
G. Chassaing (laboratoire de chimie organique, Jussieu). 



Précédemment, nous avons mis en évidence un sous-type de récepteur NK1 
des tachykinines ('septide-sensible') dans certains tissus périphériques. La syn
thèse de [3H]propionyl-[Met(0 2)ll]SP(7-l 1) ([3H]ALIE-124) a permis d'obtenir 
un radioligand se liant spécifiquement sur les sites NK1 'septide-sensible' de 
cellules CHO transfectées avec le cDNA du récepteur NK1 humain et murin des 
tachykinines. Des sites de liaison [3H]ALIE-124] à haute affinité ont également 
été mis en évidence sur des membranes de glandes sous-maxillaires de rat. Les 
caractéristiques biochimiques et pharmacologiques de ce sous type de récepteurs 
NK1 'septide-sensible' des tachykinines ont donc été précisément analysées sur 
cette préparation en utilisant non seulement l'[3H]ALIE-124 mais aussi la [1251]-
Neurokinine A ([125I]-NKA) comme radioligands. La [125I]-NKA a été choisie 
pour son activité spécique élevée, mais aussi parce que la NKA possède une 
faible affinité pour les sites de liaison NK1 classiques et une très bonne affinité 
pour les sites de liaison 'septide-sensible'. 

La liaison à haute affinité de [125IJ-NKA est saturable, réversible et tempéra
ture-dépendante, (équilibre de liaison : 60 minutes, constante de dissociation 
(Kd) : 3,2 nM ; nombre de sites : 307 fmoles par mg de protéines). La [1251]-
NKA se lie à une population homogène de sites n'interagissant pas entre eux. 
Les expériences de compétition indiquent que la [125I]-NKA et le [3H]ALIE-
124] se lient exclusivement sur des sites identiques : les sites 'septide-sensible'. 
Les affinités des tachykinines et de molécules apparentées vis-à-vis des sites 
marqués par la 125I-NKA ou l'[3H]ALIE-124] sont identiques. 

Les agonistes et antagonistes sélectifs des récepteurs NK2 et NK3 ne présentent 
que peu ou pas d'affinité pour les sites de liaison [125I]-NKA. Par contre, la SP 
ainsi que les agonistes et antagonistes sélectifs des récepteurs NK1 classiques 
reconnaissent avec de hautes affinités les sites de liaison NK1 'septide-sensible' 
selon des modalités identiques à ce que nous avions précédemment observé au 
niveau des sites NK1 classiques marqués avec le ligand [1251]Bolton-Hunter 
substance Ρ sur des synaptosomes de cerveau de rat. Toutefois, plusieurs carac
téristiques des sites NK1 'septide-sensible' se distinguent de celles des sites NK1 
classiques. Seuls les sites NK1 'septide-sensible' sont reconnus avec une très 
bonne affinité par la NKA, le neuropeptide Κ (NPK), le neuropeptide gamma 
(NPgamma) et la neurokinine Β (NKB), des fragments C-terminaux tels que la 
SP(6-11) et la NKA(4-10) ainsi que par des analogues modifiés de la substance 
Ρ (SP) et de la NKA de la famille des agonistes de type 'septide'. L'ALIE-124 
et la SP(6-11) sont les molécules les plus appropriées pour discriminer les sites 
NK1 'septide-sensible' des sites NK1 classiques. 

La forte augmentation de sécrétion salivaire induite par le NPK et le NPgamma, 
et les effets potentialisateurs puissants de ces peptides vis-à-vis des réponses 
évoquées par la SP résultent vraisemblablement de leur action sur les sites NK1 
'septide-sensible' car les glandes sous-maxillaires de rat ne possèdent pas de 
récepteurs NK2. 



1.3.2. Mise en évidence de deux sous-types de récepteurs NK1 distincts des 
récepteurs NK1 classiques dans le cerveau de rat 

Des études effectuées avec la [125I]-NKA au niveau de membranes de cerveau 
de rat en présence d'un antagoniste NK2 (SR48968) et d'un agoniste 
NK3(senktide), afin d'éviter une fixation du ligand sur des récepteurs NK2 ou 
NK3, ont permis de mettre en évidence une liaison spécifique réversible tempé
rature-dépendante et bloquée par divers antagonistes NK1. 

Des études de compétition effectuées avec des concentrations croissantes de 
SP(6-11) ont permis de mettre en évidence l'existence de deux sous populations 
de sites NK1 (distincts des sites NK1 classiques) marqués par ce ligand dans 
certaines structures cérébrales. La caractérisation de ces sites a permis de montrer 
que l'un d'eux présente toutes les caractéristiques pharmacologiques des sites 
'septide-sensible' de la glande sous-maxillaire de rat et que l'autre se distingue 
des sites NK1 'septide-sensible' par sa faible affinité pour la SP(6-11) et l'ALIE-
124 et par une plus faible affinité pour certains antagonistes de récepteurs NK1. 
Les quantités absolues et les proportions relatives de ces deux sites diffèrent 
d'une structure cérébrale à une autre. Ces données ouvrent de nouvelles pers
pectives dans les recherches sur les antagonistes NK1 (Jean-Claude Beaujouan, 
Monique Saffroy, Yvette Torrens). 

1.3.3. Effets multiples de l'acide lysophosphatidique et de la sphingosine-1-
phosphate dans les astrocytes de striatum 

Lors d'une hémorragie, les plaquettes activées libèrent de nombreuses molé
cules et en particulier, l'acide lysophosphatidique (LPA) et la sphingosine-1-
phosphate (S-l-P). Ces deux lysophospholipides (dont les concentrations peuvent 
atteindre jusqu'à 50 mM dans le système nerveux central lors d'un traumatisme 
et d'une rupture de la barrière-hémoencéphalique) sont des messagers transcel
lulaires qui agissent localement de façon autocrine/paracrine sur des récepteurs 
membranaires. Récemment clonés, ces récepteurs couplés à des protéines G ont 
été nommés EDG-1 et EDG-3 pour les récepteurs de la S-l-P et EDG-2 et EDG-
4 pour ceux du LPA. Selon des données récentes, le LPA exercerait des effets 
délétères sur les neurones. Toutefois, nous ne possédons pas encore d'informations 
sur les modalités des effets de ces deux lipides au niveau central. 

Nos expériences indiquent que le LPA et la S-l-P activent plusieurs cascades 
de signalisation dans les astrocytes du striatum de la souris embryonnaire 
(cultures) : 1) stimulation de l'hydrolyse des phosphoinositides, cet effet s'accom-
pagnant d'une libération de calcium à partir des stocks intracellulaires ; 2) inhi
bition de la production d'AMP cyclique induite par les agonistes beta-
adrénergiques ou VIP-ergiques ; 3) stimulation de la libération d'acide arachido-
nique, cet effet résultant probablement de l'activation d'une phospholipase A2 ; 



4) stimulation d'une activité phospholipase D et enfin ; 5) activation importante 
des MAP kinases, ERK1 et ERK2. La plupart de ces effets font intervenir des 
protéines G de type Gi/Go. 

L'analyse des effets du LPA et de la S-l-P sur la plasticité morphologique, la 
prolifération et l'activité métabolique des astrocytes a également été entreprise. 
Bien qu'activant les mêmes cascades de signalisation, le LPA et la S-l-P ont 
pourtant des effets différents. Ainsi, la S-l-P stimule la synthèse d'ADN alors 
que le LPA est totalement inefficace. Par contre, le LPA provoque de profondes 
modifications morphologiques et semble perturber les processus d'exocytose. Ces 
deux phospholipides doivent agir sur les astrocytes en activant des récepteurs 
différents. De fait, des expériences de RT-PCR, ont permis de mettre en évidence 
l'existence des ARN messagers des deux récepteurs EDG-1 et EDG-2 dans ces 
cellules. 

Ces études ont été effectuées par Alice Pébay, Jocelyne Cordier et Martine 
Tencé en collaboration avec Madeleine Toutant, Joël Prémont, Marc Le Bert et 
Charles-Felix Calvo. 

2. ÉTUDE DES PROTÉINES KINASES ET PHOSPHATASES NEURONALES 

2.1. MÉCANISMES DE SIGNALISATION INTRACELLULAIRE DANS LES NEURONES 

(Responsable de l'équipe : Jean-Antoine Girault) 

2.1.1. Mécanismes de signalisation en aval du récepteur Dl de la dopamine 
(D. Hervé, J.-A. Girault) 

Nous étudions la protéine G hétérotrimérique qui couple le récepteur D1 de la 
dopamine à l'adénylyle cyclase dans le striatum. Les neurones striatonigraux 
contiennent des quantités importantes de la protéine Gαolf, mais pas de Gas à 
un niveau détectable. La concentration de Gαolf semble jouer un rôle limitant 
dans l'activation de la cyclase par les récepteurs Dl et être régulée par leur degré 
d'utilisation. En effet, elle est augmentée après lésion des neurones dopaminer-
giques et chez les souris dépourvues de récepteurs D1. Une augmentation moins 
marquée de Gαolf est observée dans le striatum de souris dépourvues de récep
teurs A2a de l'adénosine, couplés à l'adénylyle cyclase dans les neurones stria-
topallidaux. Dans tous les cas, l'augmentation du taux de protéine Gαolf ne 
s'accompagne pas de modification de son ARN messager indiquant que la régu
lation a lieu au niveau post-transcriptionnel. Notre hypothèse de travail est que 
l'activation de Gαolf entraîne une instabilité de la sous-unité α et que celle-ci 
est plus facilement dégradée. 



2.1.2. Protéines tyrosines kinases activées par les neurotransmetteurs 
dans le système nerveux 
(Alicia Costa, Pascal Derkinderen, Michèle Gelman, Marc Le Bert, Jeanne-
Marie Studler, Madeleine Toutant) 

Nous nous intéressons aux voies de signalisation intracellulaires activées par 
les neurotransmetteurs et faisant intervenir deux tyrosines kinases non récepteurs 
étroitement apparentées, la kinase des plaques d'adhérence (FAK, focal adhesion 
kinase), et PYK2/CAKβ. Dans les tranches d'hippocampe, la phosphorylation sur 
tyrosine de FAK et son autophosphorylation sont augmentées en réponse à 
différents neurotransmetteurs et à des messagers lipidiques tels que l'acide lyso-
phosphatidique, l'acide arachidonique, et l'anandamide, un ligand endogène des 
récepteurs cannabinoïdes CB1. Par contre, PYK2/CΑΚβ est sélectivement activée 
par la dépolarisation. Les travaux récents ont permis de préciser la régulation de 
FAK par les endocannabinoïdes et de mettre en évidence l'activation parallèle de 
la voie des MAP-kinases ERK dans les mêmes conditions. 

Une autre partie du travail porte sur la caractérisation biochimique de FAK. 
Nous avons montré avec I. Callebaut et J.P. Mornon (LMCP, Jussieu) que l'ex
trémité N-terminale de FAK est apparentée au domaine bande 4.1/ERM (ezrine, 
radixine, moesine), un domaine présent dans de nombreuses protéines qui permet 
leur ancrage de protéines cytoplasmiques à certaines protéines membranaires. 
Nous avons aussi montré que ce domaine est présent dans les JAKs (Janus 
kinases), qui médient l'action des cytokines, permettant de définir la super-famille 
de domaines JEF (JAK-ERM-FAK). Les recherches en cours ont pour but de 
caractériser la structure et les partenaires du domaine JEF de FAK. Nous étudions 
également les propriétés des isoformes neuronales de FAK et leur mécanisme 
d'activation. 

2.1.3. La paranodine, une glycoprotéine neuronale enrichie dans la région 
paranodale des nœuds de Ranvier 
(Pascal Ezan, Marc Le Bert, Wilma Martinez) 

Cette protéine est très enrichie dans la région paranodale des nœuds de Ranvier 
du système nerveux central et périphérique. Sa grande région extracellulaire 
présente des similitudes avec les neurexines et son court domaine intracellulaire 
comporte une région d'interaction avec les protéines à domaine bande 4.1/ERM 
ainsi qu'une extrémité riche en proline. La localisation particulière de la parano
dine, son abondance et ses caractéristiques structurales suggèrent qu'il s'agit d'un 
composant important des paranodes, pouvant jouer un rôle dans leur structure et 
les phénomènes de signalisation qui prennent place à leur niveau. Les travaux 
récents ont montré que la paranodine interagit in vitro et dans des cellules 
transfectées avec différentes protéines à domaine bande 4.1/ERM. Les recherches 
en cours ont pour but d'identifier les partenaires physiologiques de la paranodine 
parmi ces protéines. Nous étudions aussi le rôle de la paranodine dans la formation 



et la fonction des régions paranodales dans des co-cultures neurones-oligodendro-
cytes en collaboration avec le laboratoire de B. Zalc (INSERM, Pitié Salpêtrière). 
Enfin, nous examinons la maturation intracellulaire de la paranodine et ses 
interactions avec F3/contactine en collaboration avec Catherine Faivre Sarrailh et 
Geneviève Rougon (CNRS Luminy). 

2.2. RÔLES DES PHOSPHORYLATIONS ASTROCYTAIRES DANS LES RÉPONSES DU TISSUS 
NERVEUX À UNE AGRESSION 

(Responsable de l'équipe Hervé Chneiweiss (Brigitte Canton, Hervé 
Chneiweiss, Jocelyne Cordier, Mireille Fauquet, Etienne Formstecher, Darina 
Zvalova) 

Les astrocytes constituent la première ligne de défense du tissu nerveux en cas 
d'agression, que celle-ci soit infectieuse, virale ou bactérienne, traumatique ou 
liée à des désordres vasculaires, ischémiques ou hémorragiques. Les cellules 
astrocytaires ont une grande capacité de survie ce qui contraste avec la mort 
neuronale ou oligodendrocytaire par apoptose fréquemment observée dans ces 
conditions d'agression. De plus, les astrocytes développent des réponses spéci
fiques à ces agressions se traduisant en particulier par des changements de leur 
forme et de leurs fonctions. Ainsi, les astrocytes participent à la réponse immune 
en exprimant de nombreuses molécules de surface permettant l'initiation et le 
développement de la réponse inflammatoire centrale, et en sécrétant de nom
breuses cytokines et notamment, le facteur de nécrose tumorale TNF alpha, qui 
interviennent dans l'organisation de cette réponse. Nous avons donc poursuivi 
l'analyse des mécanismes d'activation des kinases de stress astrocytaires et étudier 
leurs conséquences. L'étude du rôle de la phosphoprotéine PEA-15 a également 
été poursuivie : nous avons montré que l'expression de cette protéine favorise la 
protection de l'astrocyte contre la mort cellulaire induite par le TNF alpha. 

2.2.1. Analyse de l'activation des kinases de stress JNK et p38 astrocytaires 

Nous avions observé que le choc osmotique, situation rencontrée notamment 
lors des hémorragies cérébrales, induit une activation puissante et prolongée de 
la p38/SAPK2 dans les astrocytes, sans provoquer de mort cellulaire secondaire. 
Certains des mécanismes moléculaires intervenant en amont et en aval de la 
stimulation de la kinase lors de l'application sur les cellules de sorbitol ont été 
caractérisés. Plusieurs toxines bloquant les protéines G, par exemple la toxine 
pertussis dirigée contre Gi et Go, sont sans effet sur l'activation de la kinase par 
le sorbitol, suggérant que l'osmorécepteur n'est pas couplé à ce système de 
transduction. Par contre, le choc osmotique induit immédiatement une stimulation 
de la tyrosine kinase Pyk2, déjà décrite dans d'autres systèmes cellulaires. Nous 
avions également observé que le choc osmotique induit une stimulation de la 
PKC. Cette activation de la PKC est secondaire à celle de p38/SAPK2 et ces 
PKCs n'appartiennent pas à la famille des PKC atypiques car elles sont désensi-



bilisées après traitement aux esters de phorbol. Des constructions peptidiques 
permettant le transfert dans la cellule de fragments inhibiteurs de la partie N-
terminale des PKCs seront réalisées afin d'identifier plus précisément l'enzyme 
sélectivement activée par p38/SAPK2 (Darina Zvalova, Jocelyne Cordier). 

2.2.2. Fonctions(s) de PEA-15 

PEA-15 est un substrat majeur de la protéine kinase C et de la kinase dépen
dante du calcium et de la calmoduline de type 2 (CaMKII). Sa partie N-terminale 
(acides aminés 1 à 80), constitue un Death Effector Domain (DED), homologue 
avec celui de plusieurs protéines impliquées dans la transduction intracellulaire 
des effets du ligand de Fas et du TNF alpha, en particulier, l'induction de la mort 
cellulaire programmée (apoptose). Ces molécules peuvent être proapoptotiques 
(FADD, caspase-8 et caspase-10) ou inhibent l'apoptose (cFLIP). Des études 
d'interactions in vitro entre PEA-15, FADD et/ou caspase-8, seules ou en fusion 
avec la GST, ont permis de démontrer l'existence d'une liaison possible de PEA-
15 et FADD, et de PEA-15 et caspase-8, en plus des interactions connues FADD/ 
FADD, et FADD/caspase-8 (Brigitte Canton, Etienne Formstecher). 

Des transfections transitoires de cellules Cos7 ou NIH 3T3 indiquent que 
l'expression de PEA-15 protège ces cellules de la mort cellulaire induite par la 
co-transfection avec FADD ou par le TNF, respectivement. Nous avons aussi 
obtenu des clones exprimant de façon stable PEA-15 ou une construction GFP-
PEA-15, mettant ici encore en évidence le rôle protecteur de PEA-15 vis-à-vis 
de la mort cellulaire induite par le TNFα (Mireille Fauquet, Brigitte Canton, 
Hervé Chneiweiss). 

Le rôle de PEA-15 dans l'astrocyte a été aussi analysé à l'aide d'une souris 
mutante dont le gène codant pour PEA-15 a été invalidé par recombinaison 
homologue (recombinaison réalisée dans le laboratoire du Pr Philip Leder, Har
vard Medical School). L'exposition au T N F α de cultures d'astrocytes des souris 
mutantes provoque chez 60 % environ des cellules étudiées des signes d'apoptose 
après 24 heures de ce traitement. Par contre, le TNFα est sans effet sur les 
astrocytes des souris sauvages parentes des mutantes. Inversement, la re-expres-
sion après transfection de PEA-15 dans les astrocytes de la souris mutante, protège 
ces cellules des effets délétères du TNFα. Dans les astrocytes, PEA-15 est donc 
un inhibiteur de l'apoptose induite par le TNFα (Jocelyne Cordier, Étienne 
Formstecher, Hervé Chneiweiss). 

Les astrocytes expriment de façon très faible FADD et caspase-8, ce qui nous 
a conduit à nous interroger sur l'identité du partenaire physiologique de PEA-15. 
En collaboration avec le Dr Jacques Camonis (Institut Curie, Paris) nous avons 
développé une stratégie de recherche des interactions protéines-protéines par 
double hybride dans la levure. Une banque astrocytaire de cDNA a donc été 
insérée dans le vecteur pGADGE. La caractérisation des partenaires identifiés 
indique que PEA-15 doit être considérée comme une protéine adaptatrice inter-



venant à l'interface du contrôle de la mort cellulaire et de l'activation de facteurs 
de transcription impliqués dans le cycle cellulaire. Une collaboration a donc été 
établie avec les Drs Joe Ramos et Mark Ginsberg (Scripps Institute, San Diego, 
USA) qui ont pu observer que l'expression de PEA-15 dans des cellules CHO 
permettait de compenser l'effet inhibiteur de l'oncogène Η-Ras sur la signalisation 
des intégrines (Etienne Formstecher, Hervé Chneiweiss). 

Enfin, le recours de plus en plus fréquent aux transfections cellulaires, et la 
difficulté de ces transfections sur des cellules en culture primaire, nous ont conduit 
à développer une collaboration avec les chimistes du groupe de J.P. Vigneron 
(Chaire de chimie du Collège de France) afin d'apprécier les capacités d'inter
action avec l'ADN de molécules intercalantes et les capacités d'emballage de 
l'ADN et de transfert via des dérivés du cholestérol récemment synthétisés par 
ces chercheurs (Mireille Fauquet en collaboration avec Marie-Paule Fichou-
Teulade et Jean-Pierre Vigneron). 

3. CIRCUITS LOCAUX IMPLIQUÉS DANS LES RÉGULATIONS 
DES LIBÉRATIONS DE GABA, DOPAMINE ET ACÉTYLCHOLINE 
DANS LE STRIATUM 

3.1. INTERACTION DE RÉCEPTEURS IMPLIQUÉS DANS LA RÉGULATION 
DE LA LIBÉRATION DE DOPAMINE ET DE GABA 

(Responsable de l'équipe : André Chéramy) 

3.1.1. Stimulation directe par les cannabinoïdes de la libération de dopamine 
à partir de synaptosomes de striatum de souris 

Connus depuis plus de 25 ans, les effets des cannabinoïdes sur les neurones 
dopaminergiques centraux ont souvent été comparés à ceux des antipsychotiques. 
En effet, ils inhibent l'activité motrice et induisent de la catalepsie, de l'hypo
thermie et de l'hypoalgésie. Dans les ganglions de la base, les récepteurs CB1 
des cannabinoïdes sont localisés sur les neurones striato-nigraux GABAergiques. 
De ce fait, de nombreux auteurs considèrent que les effets des substances can
nabinoïdes sur les neurones dopaminergiques nigrostriataux sont indirects. Ceci 
nous a conduit à vérifier cette hypothèse et rechercher si les agonistes cannabi
noïdes endogènes et de synthèse n'agissent pas directement sur la libération de 
dopamine à partir de synaptosomes purifiés de rat et, dans certains cas, à comparer 
ces effets à ceux de l'acide arachidonique mis en évidence dans nos précédentes 
études. 

L'anandamide, la methanandamide (un analogue stable de l'anandamide) et les 
agonistes cannabinoïdes de synthèse, le WIN 55,212-2 et le CP-55,940 stimulent 
de façon concentration-dépendante la libération de [3H]-dopamine ([3H]-DA) 
préalablement captée, un effet significatif étant déjà observé à la concentration 



de 2 μΜ. Des effets analogues sont observés lorsque les expériences sont effec
tuées en mesurant la libération de [3H]-DA continuellement formée à partir de 
[3H]-tyrosine. A la concentration de 3 μΜ, les amplitudes des réponses maximales 
évoquées par ces substances et des produits apparentés sont respectivement (par 
ordre croissant) : acide lysophosphatidique (inactif) < 2-arachidonoylglycerol 
(+19%) < palmitoylethanolamide (+ 27 %) < acide arachidonique (+ 43 %) < 
anandamide (+ 67 %) = CP-55,940 (+ 72 %) = methanandamide (+ 76 %) < WIN 
55,212-2 (+ 95 %) < HU-210 (+ 99 %) (libération moyenne pendant les 5 min de 
traitement en % de la libération basale), profil pharmacologique déjà distinct de 
celui observé au niveau de récepteurs CB1. 

Les réponses des agents cannabinoïdes les plus actifs présentent certaines 
caractéristiques : indépendance vis-à-vis du calcium externe, persistance en pré
sence de nomifensine (1 μΜ), un inhibiteur du transporteur de la DA, insensibilité 
vis-à-vis du U 73,122 (0,1 μΜ), un inhibiteur de PLC, et du Ro 31-8220 (0,3 μΜ), 
un inhibiteur de protéine kinase C qui inhibe la libération de [3H]-DA évoquée 
par l'acide arachidonique. De plus, de façon surprenante, ces réponses ne sont 
pas bloquées par les antagonistes cannabinoïdes de type CB1 (SR 141716A ; 
0,5 μΜ) et CB2 (SR 144528 ; 0,3 μΜ) et ne sont pas observées lorsque les 
synaptosomes striataux ont été préparés à partir de souris dépourvues de récep
teurs CB1. 

Néanmoins, plusieurs observations complémentaires suggèrent que ces effets 
facilitateurs des agents cannabinoïdes sur la libération de [3H]-DA sont spécifiques 
et font intervenir un récepteur présynaptique encore non identifié : 

1) les substances cannabinoïdes efficaces appartiennent à des familles 
chimiques distinctes. 

2) Parmi les substances apparentées, l'acide lysophosphatidique est sans effet, 
et la réponse induite par Γ arachidonique fait intervenir un mécanisme distinct 
puisque cette réponse est calcium-dépendante et bloquée par les inhibiteurs de 
protéine kinase C. 

3) Le WIN 55,212-3 (stéréo-isomère du WIN 55,212-2) est totalement inactif. 

4) Si la methanandamide (3μΜ) ou le WIN 55,212-2 stimulent la libération 
de [3H]-DA (+90 %), ces substances sont sans effet sur la libération de [3H]-
GABA ou d'[3H]-acétylcholine (synthétisée à partir de [3H]-choline) à partir d'une 
préparation identique (synaptosomes de striatum de souris). 

5) Paradoxalement, l'ΑΜ-404, un inhibiteur de la recapture neuronale et astro-
cytaire de l'anandamide et du 2-arachidonoylglycerol, qui généralement potentia-
lise les réponses évoquées par ces agonistes cannabinoïdes endogènes, stimule 
lui même la libération de [3H]-DA et augmente de façon très marquée les réponses 
évoquées par l'anandamide et le 2-arachidonoylglycerol, mais pas celle induite 
par le WIN 55,212-2, un agoniste non transporté. Ainsi, les agonistes endogènes 
sont très efficacement éliminés du milieu extracellulaire par capture dans les 



synaptosomes et les effets induits par ces agonistes résultent d'une action extra
cellulaire, au niveau de la membrane plasmique. Cette interaction pourrait s'ef
fectuer avec une protéine possédant des groupements thiols car les stimulations 
de libération de [3H]-DA induites par la methanandamide ou le WIN 55,212-2 
(3 μΜ) sont réduites par le N-ethylmaleimide (1 à 10 μΜ), un agent alkylant des 
thiols. 

6) Un prétraitement des synaptosomes par le WIN 55,212-2 (1 μΜ) réduit 
fortement la stimulation de libération de [3H]-DA induite par une application 
ultérieure de WIN 55,212-2 (3 μΜ) ou de CP-55,940 (3 μΜ), sans affecter celle 
induite par le potassium (10 mM). Ce processus de désensibilisation, qui suggère 
fortement l'intervention de récepteurs, n'est pas reproduit par le WIN 55,212-3 
(stéréoisomère inactif du WIN 55,212-2). 

Toutefois, l'implication d'une protéine Gi/o ou Gs dans les réponses évoquées 
par les agonistes des cannabinoïdes n'a pas pu être mise en évidence. Des 
prétraitements des synaptosomes avec la toxine de pertussis ou la toxine du 
choléra, (10μg/ml, 1 heure à 30 °C) ne modifient pas les réponses induites par 
la methanandamide ou le WIN 55,212-2 (3 μΜ). Dans les mêmes conditions 
(toxine de pertussis), l'inhibition de libération de [3H]-DA évoquée par la R(-)-
propylnorapomorphine (0,1 μΜ) — un activateur puissant des auto-récepteurs D2 
dopaminergiques — est réduite de 56 %. 

En conclusion, ces résultats suggèrent l'existence d'un nouveau type de récep
teur des cannabinoïdes au niveau central localisé sur les terminaisons dopaminer
giques et impliqué dans un contrôle facilitateur de la libération de DA. Ces 
données peuvent conduire à la synthèse de nouveaux antagonistes des cannabi
noïdes (F. Artaud, A. Chéramy, G. Godeheu). 

3.2. CIRCUITS LOCAUX : RÉGULATION DE LA LIBÉRATION ÉVOQUÉE 

DE L'ACÉTYLCHOLINE 

(Responsable de l'équipe : Marie-Lou Kernel) 

Les interneurones cholinergiques innervent, par leurs longs neurites les deux 
compartiments (striosomes et matrice) du striatum et pourraient ainsi contribuer 
au transfert des informations entre les striosomes et la matrice. En contactant les 
parties distales et proximales de l'arborisation dendritique des neurones Gabaer-
giques efférents du striatum, ils peuvent moduler les influx générés dans les 
régions dendritiques distales contactées par les afférences corticales ou thala-
miques glutamatergiques. Ces interneurones, qui sont toniquement actifs semblent 
synchroniser l'activité des neurones efférents de la matrice et intervenir ainsi dans 
les processus d'anticipation du mouvement en réponse à certains stimuli liés à la 
motivation. Cette année nous avons poursuivi nos études in vitro sur les modalités 
de régulation de la libération de l'[3H]acétylcholine préalablement marquée à 



partir de [3H]choline dans les compartiments striataux du rat en nous intéressant 
particulièrement au rôle des tachykinines endogènes en absence de la régulation 
principale inhibitrice liée à l'action de la dopamine. 

3.2.1. Rôle des tachykinines endogènes dans la régulation de la libération de 
Vacetylcholine évoquée par le NMDA en absence de régulation dopaminergique 
inhibitrice des neurones cholinergiques 

Précédemment, nous avions montré que dans certaines conditions de stimulation 
des récepteurs NMDA ( 1 mM NMDA + 10 μΜ D-serine), les tachykinines endo
gènes libérées exercent un effet inhibiteur dopamine-dépendant sur la libération 
évoquée de l' acétylcholine et un effet facilitateur dopamine-indépendant, celui-ci 
étant uniquement observé dans la matrice. Ces données nous ont conduit à 
analyser plus précisément les réponses facilitatrices dopamine-indépendantes. A 
l'aide d'antagonistes sélectifs des tachykinines de type NK1 (SR140333), NK2 
(SR48968) ou NK3 (SR142801), nous avons étudié l'influence respective des 
tachykinines endogènes, substance P(SP), neurokinine A(NKA) et neurokinine Β 
(NKB) sur la libération évoquée d'acétylcholine dans deux conditions évitant 
l'intervention de la dopamine : 1) lors d'une stimulation importante des récepteurs 
NMDA (NMDA 1 mM + 10 μΜ D-sérine) après inhibition de la synthèse de DA 
par application locale d'α-méthyl-para-tyrosine (100 μΜ) et 2) lors de l'applica
tion de NMDA 1 mM seul, car la réponse évoquée est insensible à l'action du 
sulpiride (antagoniste D2) et de l'α-méthyl-para-tyrosine. 

Dans ces deux situations, les effets facilitateurs du NMDA sur la libération de 
Γ acétylcholine sont réduits en présence de SR140333, de SR48968 ou de 
SRI42801. Uniquement observées dans la matrice, ces réponses nécessitent une 
concentration de 0.1 μΜ des antagonistes, qui est plus élevée que celles néces
saires (de 10 nM à 1 pM) pour bloquer les effets inhibiteurs dopamine-dépendants 
des tachykinines endogènes. A la concentration de Ο.1μΜ, les énantiomères des 
antagonistes NK1, NK2 et NK3, le SR143603, le SR48965 et le SR142806, 
respectivement, n'ont aucun effet. Les effets inhibiteurs des antagonistes peuvent 
être supprimés par le septide, la [Lys5 Meleu9 Norleu1 0]NKA4-10 ou le senktide, 
lorsque ces agonistes sélectifs des récepteurs NK1 (sensibles au septide), NK2 et 
NK3, respectivement, sont appliqués, à la concentration de 0.1 μΜ avec le NMDA 
( 1 mM + 10 μΜ D-sérine) en présence d'α-méthyl-para-tyrosine. En absence des 
antagonistes, à cette concentration, les agonistes sont sans effet. 

Ainsi, en absence du contrôle inhibiteur dopaminergique, dans la matrice 
uniquement, les tachykinines endogènes libérées lors de la stimulation des récep
teurs NMDA, facilitent la libération évoquée de 1'acétylcholine, ces effets étant 
médiés par les trois types de récepteurs NK1, NK2 et NK3. Dans le striatum, 
seuls les interneurones cholinergiques ainsi que ceux riches en somatostatine 
possèdent des récepteurs NK1. L'effet facilitateur de la substance Ρ ou d'un 
fragment C-terminal de la substance Ρ (SP (6-11)) sur la libération évoquée de 
Γ acétylcholine pourrait donc être direct. Par contre, les effets de la neurokinine A 



et de la neurokinine Β également libérées dans ces conditions sont nécessairement 
indirects. Selon ces données, les antagonistes des récepteurs NK1, NK2 ou NK3 
pourraient indirectement être utilisés comme des anticholinergiques dans des 
situations où la transmission dopaminergique est défficiente et de ce fait avoir 
des effets bénéfiques dans la maladie de Parkinson. 

3.2.2. Analyse des effets des tachykinines exogènes et caractérisation 
de leurs réponses 

Les effets de la [Pro9]SP, du septide (agonistes des récepteurs NK1 classiques 
et des récepteurs NK1 sensibles au septide, respectivement) et de la neurokinine 
A sur la libération évoquée de l' acétylcholine ont été étudiés dans la matrice dans 
des conditions évitant l'intervention d'une régulation dopaminergique (présence 
d'α-méthyl-para-tyrosine). D'autre part, ces expériences ont été réalisées en 
stimulant faiblement les récepteurs NMDA (50μΜ), modalité de stimulation qui 
ne permet pas une libération des tachykinines endogènes afin d'éviter toute 
interférence avec les effets des agonistes exogènes. 

1) La [Pro9]SP stimule la libération de l'ACh évoquée par le NMDA. Para
doxalement, l'une des réponses est observée à une concentration élevée (0.1 μΜ) 
et l'autre très faible (1 pM). La première est antagonisée par l'antagoniste NK1, 
le RP67580 (0.1 μΜ) mais pas par l'antagoniste NK1, le SR140333 (0.1 μΜ), 
par contre, la seconde est antagonisée par le SR140333 (1 nM) mais pas par le 
RP67580 (1 nM). Dans les deux cas, l'antagoniste NK2 est sans effet. 

2) Le septide (0.1 μΜ à 0.1 nM) stimule la libération de l'ACh évoquée par 
le NMDA et ces réponses sont bloquées par l'antagoniste NK1, le SR140333 
(0.1 μΜ et 1 nM, respectivement) mais paradoxalement, quelles que soient les 
concentrations utilisées (0.1 μΜ et 1 nM), le RP67580 est sans effet. De façon 
attendue, l'antagoniste NK2 est également sans effet sur la réponse évoquée par 
le septide. 

3) La NKA (0.1 nM, 10 pM) stimule la libération de l'ACh évoquée par le 
NMDA. La réponse évoquée à la concentration de 0.1 nM est supprimée en 
présence de l'antagoniste NK2, le SR48968 (1 nM), mais aussi des antagonistes 
NK1, le SR140333 (1 nM) ou le RP67580 (I nM). Par contre, la stimulation de 
la libération de l'ACh évoquée par l'agoniste sélectif des récepteurs de type NK2, 
la [Lys5 Meleu9 Norleu1 0]NKA4-10 (1 nM) est uniquement supprimée par le 
SR48968 (1 nM) mais pas par le SRI40333 (1 nM) ou le RP67580 (1 nM). 

Ces données suggèrent l'existence de récepteurs NK1 de type septide dans le 
striatum qui sont impliqués dans la régulation de la libération de Γ acétylcholine 
et qui pourraient également être situés sur les interneurones cholinergiques. Ces 
récepteurs NK1 présentent une sensibilité particulière par rapport à certains 
antagonistes NK1. Ces résultats confirment également la présence de récepteurs 
NK2 impliqués dans une régulation de la libération évoquée de l'ACh et indiquent 
que l'agoniste non sélectif, la NKA, peut aussi agir sur un sous-type de récepteurs 



NK1 vraisemblablement distinct du récepteur NK1 sensible au septide. En effet, 
les deux antagonistes NK1 utilisés bloquent cette réponse. Ces données fonction
nelles complètent les études de liaison récentes effectuées avec le ligand 1251-
NKA par l'équipe de Jean-Claude Beaujouan, équipe qui a pu mettre en évidence 
deux sous-types de récepteurs NK1 non classiques sensibles à la NKA et dont 
l'un d'entre eux seulement est sensible au septide. 

4. SYSTÈMES DOPAMINERGIQUES MÉSOCORTICAUX 
ET MÉSO-LIMBIQUES 

4.1. ÉTUDES BIOCHIMIQUES ET COMPORTEMENTALES 

(Responsable de l'équipe : Jean-Pol Tassin) 

4.1.1. Rôle des efférences glutamatergiques corticales dans la libération 
fonctionnelle de dopamine au niveau du noyau accumbens 

Nous avions montré qu'une faible partie (de 10 à 15 %) de la dopamine (DA) 
libérée dans le noyau accumbens à la suite d'une injection périphérique de D-
amphétamine contribue à l'hyperactivité locomotrice induite par cette drogue. 
Cette libération fonctionnelle de DA sous-corticale est bloquée par l'application 
locale dans le cortex préfrontal d'un antagoniste des récepteurs αl-adrénergiques 
(prazosin). Ceci nous a incité à rechercher une contribution éventuelle des effé
rences corticales glutamatergiques dans la régulation de cette libération de DA 
fonctionnelle. 

Des antagonistes spécifiques des récepteurs glutamatergiques de type NMDA, 
AMPA et métabotropiques (APV, CNQX et MCPG, respectivement) ont donc 
été appliqués dans le noyau accumbens à l'aide de sondes de microdialyse. Dans 
les conditions expérimentales utilisées, seul le MCPG s'est avéré capable de 
bloquer simultanément la libération fonctionnelle de DA (dans le noyau accum
bens) et l'hyperactivité locomotrice induites par une injection systémique de .D-
amphétamine, le CNQX ne réduisant que la libération de DA non fonctionnelle 
et l'APV étant sans effet. La libération fonctionnelle de DA dans les structures 
sous-corticales devant être essentiellement dépendante de l'activité des cellules 
DA de l'aire tegmentale ventrale (ATV), la stimulation des récepteurs glutama
tergiques métabotropiques du noyau accumbens semble donc être nécessaire pour 
la stimulation par l'amphétamine de l'activité des cellules dopaminergiques de 
l' ATV. 

Pour confirmer cette l'hypothèse, la morphine a été injectée de façon bilatérale 
dans l' ATV afin de désinhiber les neurones DA et évoquer une hyperactivité 
locomotrice. Confirmant des données d'autres auteurs, ces injections locales de 
morphine induisent effectivement une hyperactivité locomotrice et celle-ci est 
associée à une faible augmentation de la libération de DA dans le noyau accum-



bens. Cette augmentation de DA extracellulaire ne représente que 6 % de celle 
évoquée par l'injection systémique de D-amphétamine qui induit néanmoins une 
hyperactivité locomotrice voisine de celle évoquée par la morphine. Ceci confirme 
la présence d'une libération non fonctionnelle de DA lors d'une injection systé
mique de D-amphétamine. 

En accord avec notre hypothèse, l'application bilatérale de MCPG dans le 
noyau accumbens (à la frontière du core et du shell), à l'aide de sondes de 
microdialyse, effectuée vingt minutes après les injections de morphine dans 
l'AVT, provoque dans les dix minutes qui suivent une réduction de la libération 
de DA (retour au niveau de base) et un blocage de l' hyperactivité locomotrice 
induite par la morphine (hyperactivité qui est visible pendant plus d'une heure 
en absence de MCPG). La stimulation tonique de récepteurs métabotropiques 
glutamatergiques du noyau accumbens semble donc être indispensable pour ob
server une augmentation de libération fonctionnelle de DA associée à une hype
ractivité locomotrice, deux processus dépendant de l'activation des neurones 
dopaminergiques. Les neurones sur lesquels sont localisés ces récepteurs méta
botropiques du glutamate sensibles au MCPG (dans le noyau accumbens) et qui, 
directement ou indirectement, régulent l'activité des neurones DA de l'ATV 
doivent êtres maintenant identifiés. 

Des expériences identiques ont été réalisées dans le striatum dorsal. De l'am
phétamine a été introduite à faible concentration dans la sonde de microdialyse 
afin d'augmenter légèrement et de façon stable la libération de DA. Dans ces 
conditions, l'injection systémique de D-amphétamine augmente la libération de 
DA, mais cette réponse est environ deux fois plus faible que celle observée dans 
le noyau accumbens. En accord avec des données précédentes obtenues dans le 
noyau accumbens, la libération de DA évoquée par l'injection systémique de D-
amphétamine est bloquée par une injection préalable de prazosin et selon des 
données préliminaires, le MCPG appliqué dans le striatum dorsal (par la sonde 
de microdialyse) réduit considérablement l'augmentation de DA extracellulaire 
induite par l'injection systémique de D-amphétamine. Un parallélisme étroit 
semble donc exister dans les processus qui régulent à partir du noyau accumbens 
et du striatum dorsal, l'activité des neurones dopaminergiques de l'AVT et de la 
substance noire, respectivement (Laurent Darracq, Gérard Blanc, Jean-Pol Tassin). 

4.1.2. Rôle des neurones noradrénergiques dans la variabilité des sensibilités 
à la pharmacodépendance chez le rat 

L'injection systémique de cocaïne, comme celle d'amphétamine, provoque chez 
le rat une hyperactivité locomotrice et cette réponse est généralement attribuée 
au blocage par la cocaïne de la recapture de DA. La cocaïne ayant aussi une 
bonne affinité pour le transporteur de la noradrénaline, nous avons recherché une 
intervention éventuelle de la noradrénaline (comme dans le cas de l'amphétamine) 
dans l'hyperactivité locomotrice évoquée par la cocaïne. 



Deux protocoles ont été utilisés. Dans le premier (I), les animaux sont introduits 
vers 10 heures du matin dans un corridor circulaire possédant des cellules 
photoélectriques destiné à mesurer l'activité locomotrice. Celle-ci est mesurée 
toutes les 10 minutes pendant une heure avant une première injection de sérum 
physiologique. Les rats reçoivent une seconde injection de sérum physiologique 
trente minutes plus tard, et l'activité locomotrice est encore mesurée pendant une 
heure comme précédemment. Cette expérience est renouvelée trois jours consé
cutifs. Dans le second protocole (II), les animaux sont introduits dans l'appareil 
à 17 heures le soir, et sortis de l'appareil pendant quelques secondes le lendemain, 
vers 10 heures du matin. Ils reçoivent ensuite deux injections de sérum physio
logique selon des modalités identiques au premier protocole, mais ces injections 
ne sont effectuées que pendant un jour seulement. 

Les rats ayant subi le premier protocole (I) réagissent beaucoup plus que ceux 
du second (II) à une nouvelle injection de sérum physiologique. Selon des données 
préliminaires, cette différence de réactivité (appréciée par la mesure de l'activité 
locomotrice) s'observe également lorsque les animaux sont traités avec de la 
cocaïne (et ce pour des doses variant de 6,6 à 12 mg/kg i.p.). Les animaux du 
premier protocole (I) présentent pendant l'heure qui suit l'injection de cocaïne 
une activité locomotrice deux fois plus grande que celle observée chez les 
animaux du second protocole (II). Une plus grande habituation à l'appareil de 
mesure des animaux du second protocole (plus faible réactivité) et/ou une sensi
bilisation aux injections successives (augmentation de la réactivité) des animaux 
du premier protocole pourraient expliquer ces différences décelées aussi bien 
chez les animaux ne recevant que des injections de sérum physiologique que 
chez ceux qui sont traités avec la cocaïne. Les neurones noradrénergiques pour
raient être impliqués dans ces différences de réactivité. En effet, celles-ci dispa
raissent après l'injection périphérique de faibles doses de prazosin (0,5 mg/kg, 
i.p.) ou de clonidine (0,05 mg/kg, i.p.) ainsi que chez des animaux dont les fibres 
noradrénergiques ascendantes ont été détruites bilatéralement par des injections 
de 6-OHDA effectuées dans le pédoncule cérébelleux supérieur. 

Le rôle des afférences noradrénergiques ascendantes a été également évalué 
dans le processus de sensibilisation comportementale. Celui-ci correspond à l'aug
mentation progressive de l'hyperactivité locomotrice induite chez le rat par des 
injections répétées de doses identiques d'amphétamine, de cocaïne ou de mor
phine. L'injection de prazosin (0,5 mg/kg, i.p.) bloque la sensibilisation compor
tementale importante induite par des injections répétées de doses faibles de 
cocaïne (5 mg/kg, i.p.). Ainsi la cocaïne agit non seulement en bloquant la 
recapture de DA mais aussi en augmentant la transmission de type α-adréner-
gique, vraisemblablement par son effet inhibiteur sur la recapture de noradrenaline 
(Candice Drouin, Gérard Blanc, Anne-Sophie Villegier). 



4.1.3. Rôle des interactions entre les systèmes ascendants noradrénergiques 
et dopaminergiques dans les modalités d'action des antidépresseurs 

Nous nous sommes également intéressés à l'étude de l'action des antidépres
seurs de différentes classes sur Γ auto-injection de produits toxicomanogènes chez 
le rat. 

Dans une enceinte leur permettant de s'injecter eux-mêmes autant de fois qu'ils 
mettent leur museau dans le trou actif, les rats apprennent rapidement, au cours 
de sessions quotidiennes, à s'auto-administrer la même dose de morphine ou 
d'amphétamine. Le nombre de doses peut être important dès le premier jour 
d'exposition à la drogue, mais huit jours environ sont nécessaires pour obtenir 
une courbe d'acquisition correcte et un niveau d'administration stable. Nous 
avons étudié l'influence d'un traitement chronique par un antidépresseur sur le 
nombre d'auto-administrations des rats ré-exposés à deux reprises à la morphine 
ou à l'amphétamine alors qu'ils sont toujours sous traitement 'antidépresseur'. La 
chlorimipramine (un antidépresseur tricyclique, principe actif de l'Anafranil) ou 
la fluoxétine (un ISRS à profil stimulant, principe actif du Prozac) ont été utilisés 
dans ces expériences. 

Les conditions expérimentales sont les suivantes : 1) les rats s'auto-administrent 
de la morphine (20 μg/injection de 20 μl) ou de la D-amphétamine (10μg/ 
injection de 20 μl) jusqu'à atteindre un niveau stable d'auto-injections. Le nombre 
de sessions nécessaires pour que chaque rat réponde à ce critère varie d'un animal 
à l'autre (de 6 à 10 jours). 2) les rats reçoivent jusqu'à la fin de l'expérience, à 
l'animalerie, l'antidépresseur ou le véhicule. Afin d'effectuer un test au milieu de 
la période de traitement, les animaux sont soumis à nouveau au protocole d'auto-
administration les 8 e et 9 e jours qui suivent le début du traitement par l'antidé
presseur. 3) Enfin les rats sont ré-exposés à la morphine ou à l'amphétamine 
selon le même protocole d'auto-administration que précédemment, pendant au 
moins 4 jours à partir du 15e jour qui suit la première injection de l'antidépresseur. 

Les résultats des expériences sur les effets de la chlorimipramine (20 mg/kg, 
p.o. 2 fois/jour) sur l' auto-administration de morphine et d'amphétamine indiquent 
pour ces deux drogues que les courbes de ré-acquisition du critère d'auto-injection 
ont une pente deux fois plus faible chez les animaux traités à la chlorimipramine 
que chez les animaux contrôles, la pente étant légèrement toutefois plus faible 
dans le cas de la morphine que dans celui de l'amphétamine. Par contre, aucune 
différence significative n'a été observée lorsque les animaux (auto-administration 
de morphine) ont reçu un traitement chronique de fluoxétine (7,5 mg/kg, p.o. 2 
fois/jour). 

Ainsi en accord avec nos hypothèses, certains antidépresseurs semblent ca
pables de diminuer le besoin compulsif de produits toxicomanogènes. Selon nos 
données, ces différences ne s'observent qu'avec un antidépresseur tricyclique 
dont une des principales caractéristiques est de bloquer les récepteurs αl-adré-
nergiques, des récepteurs dont la stimulation est nécessaire à l'obtention d'une 



activité dopaminergique fonctionnelle. La fluoxétine, qui est inactive dans cette 
expérience, bloque également la recapture des monoamines dans les fibres séro-
toninergiques et noradrénergiques mais n'a pas d'action sur les récepteurs αl-
adrénergiques. Ces observations nous ont conduit à évaluer l'action du prasozin 
sur le comportement d'auto-injection de morphine. Les données préliminaires 
suggèrent que le blocage des récepteurs αl-adrénergiques diminue effectivement 
Γ auto-injection de morphine. (Étude effectuée en collaboration avec Denis Bro
chet et Fabrice Trovero, Laboratoires Psy-Pharm dans le cadre d'un contrat 
MILDT et INSERM, appel d'offre sur la toxicomanie). 

4.2. ÉTUDES ÉLECTROPHYSIOLOGIQUES ET ANATOMIQUES 

(Responsable de l'équipe : Anne-Marie Thierry) 

4.2.1. Cortex préfrontal et ganglions de la base : Architecture tridimensionnelle 
des neurones de la substance noire pars reticulata 

Le cortex cérébral et les ganglions de la base sont reliés par des circuits 
multisynaptiques striato-pallido et striato-nigro-thalamiques organisés en boucle. 
L'architecture de ces circuits est essentiellement parallèle, les afférences de 
régions fonctionnellement distinctes du cortex innervant des territoires différents 
du striatum. Selon des données récentes, les différents territoires du striatum, 
définis par leurs afférences corticales, projettent sur la substance noire pars 
reticulata (SNR) sous forme de lames incurvées organisées en « pelure d'oignon » 
(Deniau et Thierry, 1997). Les différentes lames de la SNR innervant des secteurs 
distincts du thalamus, l'organisation lamellaire de la SNR devrait permettre de 
maintenir en sortie du système des ganglions de la base la ségrégation fonction
nelle des informations corticales observée en entrée dans le striatum. 

Après avoir caractérisé les relations anatomo-fonctionnelles entre le cortex 
préfrontal et les ganglions de la base (Maurice et al., 1999), cette année, nous 
nous sommes proposés de déterminer si l'organisation des champs dendritiques 
des neurones de la SNR se conformait à l'organisation lamellaire des afférences 
striatales impliquées dans le canal préfrontal issu des aires prélimbique et orbitaire 
médiane du cortex préfrontal (PL/MO). Dans ce but, la technique d'injection 
juxtacellulaire de neurobiotine a été développée dans le laboratoire en collabo
ration avec J.M. Deniau (Institut des neurosciences, Université Paris VI). Les 
neurones de la SNR présentant une réponse caractéristique à la stimulation des 
aires PL/MO ont été marqués à l'aide d'une injection juxtacellulaire de neurobio
tine et la reconstruction tridimensionnelle de leur champ dendritique a été réalisée 
à l'aide du logiciel Neurolucida à partir de coupes sériées. Nos données indiquent 
que le champ dendritique de ces neurones est restreint aux lames dorsomédianes 
de la SNR définies par les zones de projection des territoires du striatum innervés 
par les aires PL/MO et ne pénètre pas dans les secteurs somatosensoriels adjacents 
ventralement et latéralement dans la SNR. La ségrégation fonctionnelle existant 



au niveau du striatum, structure d'entrée des ganglions de la base, est donc 
conservée au niveau de la SNR, structure de sortie des ganglions de la base. Par 
contre, une partie du champ dendritique de ces neurones est localisée dans la 
substance noire pars compacta. Les neurones de la SNR impliqués dans le canal 
PL/MO pourraient donc intégrer non seulement les informations issues du terri
toire striatal correspondant à ce canal mais également celles issues de structures 
projetant à la pars compacta telles que le noyau central de l'amygdale, l'hypo
thalamus latéral ou le noyau pédonculopontin (J. Blanchard, U. Niemi-Junkola). 

4.2.2. Influence synaptique de l'hippocampe sur le cortex préfrontal 

Précédemment, nous avions mis en évidence l'existence d'une projection di
recte de l'hippocampe sur les aires PL/MO du cortex préfrontal chez le rat. La 
voie hippocampo-cortex préfrontal est glutamatergique et issue de la région CAl/ 
prosubiculum. La stimulation de l'hippocampe évoque une réponse excitatrice 
suivie d'une inhibition prolongée de l'activité des cellules corticales. Cette année, 
la technique d'enregistrement intracellulaire in vivo, couplée à l'injection intra
cellulaire de neurobiotine a été développée par Y. Gioanni afin de déterminer les 
événements synaptiques ainsi que les caractéristiques électrophysiologiques et 
morphologiques des neurones du cortex préfrontal qui répondent à la stimulation 
de l'hippocampe. 

La stimulation de l'hippocampe évoque des réponses complexes dans la ma
jorité des neurones (93 %, n = 88) enregistrés dans les couches II à VI des aires 
PL/MO. Ces réponses sont composées d'un EPSP monosynaptique (dont la 
latence est compatible avec le temps de conduction de la voie hippocampo-cortex 
préfrontale) qui est suivi dans la plupart des cas par un IPSP de longue durée 
(150 à 300 ms). Les EPSPs et IPSPs présentent deux composantes dans respec
tivement 38 % et 50 % des cas. L'effet de la stimulation en double choc testé 
dans 29 cellules corticales indique que l'amplitude de l'EPSP précoce est aug
mentée dans 11 cellules, diminuée dans 8 cellules ou n'est pas affectée dans 10 
cellules. 

Notre étude a également révélé que les trois principaux types cellulaires décrits 
dans d'autres aires corticales sur la base de leur mode de décharge en réponse à 
l'application d'un courant intracellulaire dépolarisant sont également présents dans 
le cortex pr.éfrontal : 1) Les cellules à décharge régulière ou « regular spiking », 
2) les cellules présentant des bouffées de potentiel d'action ou « bursting » et 
enfin 3) les cellules à décharge rapide ou « fast spiking ». La caractérisation 
électrophysiologique des cellules du cortex préfrontal répondant à la stimulation 
hippocampique réalisée dans 49 cellules indique que 39 de ces cellules sont de 
type « regular spiking », 6 de type « bursting » et enfin 2 de type « fast spiking ». 
Leur caractérisation morphologique, après injection intracellulaire de neurobiotine, 
indique que toutes ces cellules sont des neurones pyramidaux à l'exception des 
deux cellules de type « fast spiking » qui sont des interneurones (Y. Gioanni, 
E. Dégénètais). 
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