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TRAVAUX DU LABORATOIRE DE NEUROPHARMACOLOGIE 

(INSERM U.114) 

1. RELATIONS ENTRE LE CORTEX CÉRÉBRAL 
ET LES CIRCUITS NEURONAUX DES GANGLIONS DE LA BASE : 
ANALYSE ANATOMO-FONCTIONNELLE 
(Responsable de l'équipe : Jean-Michel Deniau) 

1.1. INFLUENCE DE L'INNERVATION DOPAMINERGIQUE SUR LES INTERNEURONES 
DU CORTEX PRÉFRONTAL CHEZ LE RAT 
(Yves Gioanni, Patrick Tierney) 

Le cortex préfrontal (CPF) joue un rôle important dans les processus cognitifs 
tels que la mémoire, la motivation et les émotions. L'innervation dopaminergique 
issue de l'aire tegmentale ventrale (AVT) régule les fonctions du CPF. De fait, 
selon des travaux du laboratoire effectués chez le rat, l'activation des afférences 
dopaminergiques par stimulation électrique de l'AVT ou l'application locale de 
dopamine induit une inhibition de la décharge spontanée des cellules pyramidales 
du CPF. Cette inhibition est bloquée dans la moitié des cas par un antagoniste 
dopaminergique des récepteurs D 2 et dans l'autre moitié des cas par l'application 
d'un antagoniste GABAergique. Ainsi, l'activité des cellules pyramidales semble 
être inhibée directement par les afférences dopaminergiques ou indirectement par 
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l'intermédiaire des interneurones corticaux dont le neuromédiateur inhibiteur est 
le GABA. 

Ces données nous ont conduit à étudier l'influence de l'activation de l'AVT 
sur les interneurones du CPF à l'aide d'enregistrements extracellulaires couplés 
à l'injection juxtacellulaire de neurobiotine, procédé qui permet de caractériser 
morphologiquement les neurones enregistrés. Nous avons ainsi montré qu'une 
population d'interneurones du CPF est excitée à courte latence par la stimulation 
électrique de l'AVT. Les neurones de l'AVT ont également été stimulés par 
microinjection locale d'un acide aminé excitateur, le NMDA, afin d'éviter la 
mise en jeu des réseaux d'interneurones corticaux par la stimulation antidromique 
des cellules pyramidales du CPF se projetant dans l'AVT. Cette stimulation 
chimique provoque une excitation des interneurones dans environ deux tiers 
des cas et une inhibition dans l'autre tiers. L'activation des interneurones est 
généralement accompagnée d'un changement de leur mode de décharge qui passe 
d'une activité tonique à une activité en bouffées de potentiels d'action. Une étude 
micropharmacologique devrait permettre de préciser la nature de ces réponses. 

1.2. PROPAGATION DES ACTIVITÉS PAROXYSTIQUES DU TYPE ABSENCE 
DANS LES CIRCUITS DES GANGLIONS DE LA BASE 
(Stéphane Charpier, Tamar Paz) 

L'épilepsie-absence est une épilepsie généralisée non-convulsive de l'enfant se 
traduisant essentiellement par une perte transitoire de conscience. Ces crises d'ab
sence se caractérisent au niveau de l'électroencéphalogramme par des décharges 
de type pointes-ondes (DPO), bilatérales, symétriques et synchronisées dans le 
néocortex et le thalamus. Comme nous l'avons montré précédemment in vivo 
sur un modèle animal validé de cette épilepsie (Genetic Absence Epilepsy Rats 
from Strasbourg ou GAERS), ces DPO résultent d'un dysfonctionnement de 
circuits synaptiques, et des propriétés intrinsèques membranaires des neurones 
de la boucle thalamo-corticale. Selon certaines données expérimentales et cli
niques, les ganglions de la base moduleraient la survenue des DPO, mais les 
mécanismes impliqués restent inconnus. Nous avons donc entrepris une étude 
systématique in vivo des mécanismes de propagation des activités paroxystiques 
dans les ganglions de la base chez les GAERS pour déterminer les processus 
par lesquels ces structures, via leurs circuits de retour vers le cortex cérébral, 
modulent éventuellement les DPO. 

Des enregistrements de l'activité intracellulaire des neurones cortico-striataux 
et striataux (qui constituent la principale entrée du système des ganglions de la 
base) ont tout d'abord permis de montrer que les activités rythmiques synchrones 
dans les neurones corticaux induisent, lors des DPO, une forte activation des 
interneurones striataux inhibiteurs conduisant à un arrêt de décharge dans les 
neurones de sortie de striatum. L'activité des neurones du noyau sous-thalamique, 
un autre système d'entrée des ganglions de la base, a ensuite été caractérisée. 
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Des enregistrements extracellulaires ont révélé que les cellules sous-thalamiques 
présentent des « bouffées » de potentiels d'action à haute fréquence en phase 
avec les DPO corticales. Dans ces conditions, selon des enregistrements intracel
lulaires, ces neurones présentent des potentiels synaptiques inhibiteurs conduisant, 
via une dé-inactivation de canaux calciques à bas-seuil, à un rebond d'excitation 
post-inhibiteur responsable, au moins en partie, des décharges répétées dans les 
neurones sous-thalamiques. L'origine des inhibitions rythmiques dans le noyau 
sous-thalamique est en cours d'élucidation. 

En conclusion, lors des DPO, les activités paroxystiques dans les neurones 
sous-thalamiques associées au « silence » des neurones de sortie du striatum, 
devraient conduire à une forte excitation des neurones de la substance noire 
réticulée qui, par son action inhibitrice sur les neurones thalamo-corticaux, modu
lerait l'excitabilité corticale et donc l'expression des DPO. 

1.3. ACTIVITÉS INTRACELLULAIRES DES NEURONES STRIATAUX 
LORS DES DIFFÉRENTS ÉTATS DE VIGILANCE 
(Stéphane Charpier, Séverine Mahon, Tamar Paz ; collaborations : Nicolas 
Vautrelle et Guy Chouvet, INSERM U 5 1 2 , Lyon) 

Les neurones de sortie du striatum intègrent de nombreux potentiels synap
tiques excitateurs glutamatergiques issus de multiples projections cortico-striatales 
convergentes. Par un mécanisme de désinhibition (via une inhibition des neurones 
GABAergiques de la substance noire réticulée), la décharge des neurones stria-
taux entraîne une forte activation des réseaux prémoteurs du thalamus et du 
colliculus supérieur. Ainsi, l'intégration des informations corticales par les neu
rones striataux constitue un processus clé dans le rôle fonctionnel des ganglions 
de la base. Selon de nombreux travaux réalisés chez le rat anesthésié à l'uréthane, 
et/ou par un mélange kétamine-xylazine, l'activité électrique « naturelle » des 
neurones striataux serait caractérisée par l'alternance de longs plateaux de dépola
risation (états « Hauts »), le plus souvent supraliminaires, et de périodes d'hyper-
polarisation soutenue (états « Bas »). Ces observations ayant été obtenues chez 
l'animal anesthésié, nous avons réalisé des enregistrements intracellulaires des 
neurones striataux combinés à des enregistrements électroencéphalographiques 
(EEG) et électromyographiques (EMG), chez l'animal non-anesthésié afin de 
déterminer l'activité « naturelle » réelle des neurones striataux. 

Au cours du sommeil lent, identifié par la présence d'ondes EEG de grande 
amplitude et survenant avec une fréquence d'environ 2 Hz, les neurones striataux 
présentent des fluctuations rythmiques du potentiel de membrane s'exprimant par 
une succession de dépolarisations soutenues, le plus souvent supraliminaires, 
interrompues par des phases d'hyperpolarisation transitoires. Cette activité intra
cellulaire est assez proche du profil d'activité de type « Haut-Bas » obtenu chez 
l'animal anesthésié à l'uréthane ou kétamine/xylazine. Lors des phases d'éveil, 
l'activité EEG désynchronisée est associée dans les neurones striataux à des 
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potentiels synaptiques complexes, le plus souvent arythmiques, sculptés par de 

nombreux évènements synaptiques dépolarisants de faible amplitude et survenant 

à haute fréquence (de 40 à 100 Hz). 

Ces résultats, qui constituent la première description de l'activité intracellulaire 

des neurones striataux au cours du cycle veille-sommeil, démontrent que ces 

cellules expriment une grande variété d'activités synaptiques spontanées qui 

dépendent des divers états de vigilance. Par conséquent, ils conduisent à réévaluer 

la théorie actuelle suggérant une activité spontanée « unique » dans les neurones 

striataux. 

1.4. ÉTUDE DES INTERACTIONS LOCALES PAR SYNAPSES CHIMIQUES ET ÉLECTRIQUES 

DANS LES GANGLIONS DE LA BASE CHEZ LE RAT 

(Marie Vandecasteele, Elodie Fino, Laurent Venance) 

Principal noyau d'entrée des ganglions de la base, le striatum joue un rôle clé 

dans l'organisation de l'activité motrice et l'apprentissage sensori-moteur. Dans 

le striatum, l'intégration synaptique est soumise à l'influence neuromodulatrice 

de la dopamine issue des neurones de la substance noire pars compacta (SNc), 

neurones dont la dégénérescence est responsable des troubles moteurs de la 

maladie de Parkinson. Paradoxalement, la nature et les propriétés des interactions 

locales (synapses chimiques et électriques) entre les neurones de sortie au sein 

de chacune de ces deux structures restent méconnues. 

Au niveau du striatum, nous avons mis en évidence la présence de synapses 

fonctionnelles chimiques GABAergiques (19 %) et électriques (27 %) entre les 

neurones de sortie GABAergiques. Effectués sur des tranches de cerveaux de 

rats, des enregistrements en double patch-clamp nous ont permis de montrer 

que la transmission GABAergique est strictement unidirectionnelle et que les 

transmissions chimiques et électriques sont mutuellement exclusives. Ces résul-

tats suggèrent que les neurones de projection du striatum sont organisés en 

réseaux préférentiels connectés par des synapses chimiques ou électriques et que 

ces réseaux assurent une ségrégation de la transmission des informations corti-

cales au sein des ganglions de la base. 

Au niveau de la SNc, 96 % des neurones dopaminergiques nigro-striataux sont 

connectés par des synapses électriques chez des rats âgés de P7-10, cette inci-

dence diminuant à 2 0 % chez des rats plus âgés (P17-21). Comme dans le 

striatum, l'analyse de la nature moléculaire de ces synapses électriques suggère 

l'existence de canaux intercellulaires hétéromériques dont la composition en 

Connexines (Cx26, 30, 31.1, 32, 36 et 43) est fortement régulée au cours du 

développement. Fonctionnellement, ces synapses électriques permettent une 

modulation efficace de la fréquence de décharge spontanée des neurones dopami-

nergiques de la SNc. 

Lorsque la synthèse de dopamine est inhibée par l'α-methyl-para-tyrosine, 

traitement qui induit un déficit dopaminergique, les propriétés membranaires et 
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de décharge évoquée des neurones striataux sont fortement modifiées. Ainsi, 

75 % des neurones GABAergiques de sortie deviennent hypo-excitables (seuil 

d'activation de l'ordre de ̶ 46 mV au lieu de ̶ 54 mV en conditions normales) 

et 25 % deviennent incapables de générer un potentiel d'action. Si les interneu-

rones à NO-synthase apparaissent insensibles aux changement de niveaux de 

dopamine, au contraire, les interneurones cholinergiques et GABAergiques 

deviennent hyper-excitables (seuils d'activation abaissés de 3.5 mV et 4 mV, res-

pectivement). 

La caractérisation moléculaire et fonctionnelle des interactions synaptiques 

locales entre neurones de projection du striatum et de la SNc et leur modulation 

possible par des neuromodulateurs tels que la dopamine et les endocannabinoïdes 

offrent de nouvelles perspectives pour l'étude des mécanismes physiopatholo-

giques des ganglions de la base. 

1.5. RÉGULATION DE LA TRANSMISSION CHOLINERGIQUE STRIATALE CHEZ LE RAT : 

RÔLE DE L'ENKÉPHALINE 

(Marie-Lou Kemel, Maritza Jabourian, Sylvie Pérez) 

Précédemment, dans des études in vitro nous avons montré que la stimulation 

des récepteurs NMDA du striatum provoque une libération de l'enképhaline 

endogène à partir des collatérales récurrentes des neurones Gabaergiques effé-

rents. Par son action sur les récepteurs opioïdes de type mu, l'enképhaline inhibe 

la libération de l'acétylcholine dans le territoire limbique mais pas dans le terri-

toire sensori-moteur du striatum. Cette régulation est complexe et dépendante du 

cycle diurne. En effet, l'enképhaline inhibe la libération de l'acétylcholine selon 

deux modalités, l'une impliquant la dopamine et indépendante du cycle diurne 

et l'autre, dopamine indépendante et observée uniquement l'après-midi. La régu-

lation indirecte, dopamine dépendante implique des récepteurs mu localisés sur 

les neurones efférents des striosomes qui contiennent le GABA et la dynorphine. 

Selon les effets des antagonistes spécifiques des récepteurs GABA A et opioïdes 

kappa (sensibles à la dynorphine), seul le GABA serait impliqué dans cette régu-

lation. 

Processus mis en jeu dans la régulation diurne de la libération 

de l'acétylcholine par l'enképhaline endogène via les récepteurs mu 

dans le territoire limbique du striatum. 

La poursuite de cette étude a permis de révéler que l'inhibition par l'enképha-

line de la libération de l'acétylcholine indépendante de la dopamine et liée 

au cycle diurne implique des récepteurs opioïdes de type mu localisés sur les 

interneurones cholinergiques du territoire limbique. En effet, en collaboration 

avec L. Venance, l'analyse des messagers du récepteur opioïde de type mu et de 

la choline-acétyl transférase (enzyme de synthèse de l'acétylcholine, spécifique 

des neurones cholinergiques) en RT-PCR sur cellule unique a permis de montrer 



NEUROPHARMACOLOGIE 461 

la présence des messagers de ces récepteurs opioïdes dans la population d'inter-

neurones cholinergiques du territoire limbique, mais pas dans celle du territoire 

sensori-moteur. Ces données confirment des résultats immunohistochimiques 

obtenus à l'aide d'anticorps de la choline-acétyl transférase et des récepteurs 

opioïdes mu. Ces récepteurs opioïdes mu sont présents dans 80 % des interneu-

rones cholinergiques l'après-midi, mais seulement dans 30 % d'entre eux le matin 

(animaux sacrifiés respectivement sept et deux heures après le début de l'éclai-

rage de l'animalerie). Ces interneurones sont majoritairement localisés dans la 

matrice du territoire limbique. L'analyse en microscopie confocale indique que 

les récepteurs mu ont une distribution diffuse dans le corps cellulaire des inter-

neurones le matin, mais qu'ils sont agrégés entre le noyau et la membrane, 

l'après-midi. 

Précédemment, avec Sylvie Bourgoin (U288), nous avons montré que, l'après-

midi, la baisse des taux tissulaires de l'enképhaline est associée à une augmenta-

tion de la libération spontanée ou évoquée par le NMDA de l'enképhaline dans 

le territoire limbique. Avec Sylvie Ozon (U440), nous avons révélé que dans ce 

territoire, les taux des messagers de l'enképhaline sont identiques au cours du 

cycle diurne. Ainsi, la baisse des taux tissulaires observée l'après-midi, qui n'est 

pas compensée par une augmentation de synthèse, est en relation directe avec 

l'augmentation des libérations d'enképhaline observées au même moment. 

Rôle de la dopamine dans l'expression et la mise en jeu des récepteurs opioïdes 

de type mu présents sur les interneurones cholinergiques 

Selon des données de la littérature, l'expression des récepteurs opioïdes mu 

dans les neurones efférents des striosomes est régulée par la dopamine. Il n'en 

est pas de même de l'expression des récepteurs mu des neurones cholinergiques 

du territoire limbique comme nous l'avons montré à la suite d'une lésion 

bilatérale des systèmes dopaminergiques nigro-striés (perte des neurones de la 

substance noire compacte > 95 %, perte de l'immuno-réactivité à la tyrosine 

hydroxylase dans le striatum). En effet, les niveaux d'expression de ces récep-

teurs sont similaires à ceux observés le matin et l'après-midi chez des animaux 

contrôles. De plus, la β-funaltrexamine (antagoniste sélectif des récepteurs 

opioïdes de type mu) induit toujours chez ces animaux lésés une augmentation 

de la libération de l'acétylcholine évoquée par la stimulation des récepteurs 

NMDA, cette réponse étant observée uniquement l'après midi et dans le territoire 

limbique du striatum, ce qui est en accord avec les données obtenues lors de la 

suppression aiguë de la transmission dopaminergique. 

En conclusion, dans le striatum, les interneurones cholinergiques du territoire 

limbique (mais pas ceux du territoire sensori-moteur) possèdent des récepteurs 

opioïdes de type mu dont l'expression est indépendante de la dopamine, mais 

dépend du cycle diurne des animaux. La régulation par l'enképhaline de la 

libération évoquée de l'acétylcholine observée uniquement l'après-midi résulte à 
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la fois d'une libération évoquée plus importante de l'enképhaline et de la pré-

sence de récepteurs opioïdes mu dans la plupart des interneurones cholinergiques 

pendant cette période de la journée. Ces régulations pourraient jouer un rôle 

important dans l'élaboration du message striatal transmis dans le canal limbique 

aux structures de sortie des ganglions de la base. 

2. INTERACTIONS DES VOIES MONOAMINERGIQUES ASCENDANTES : 

CONSÉQUENCES SUR LES PROCESSUS DE PHARMACO-DÉPENDANCE 

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

2.1 . RÔLE DES RÉCEPTEURS α 1 B-ADRÉNERGIQUES ET 5-HT2A SUR LA LIBÉRATION 

DE DOPAMINE INDUITE PAR LES PSYCHOSTIMULANTS ET LES OPIACÉS 

Selon plusieurs données de la littérature, les psychostimulants et les opiacés 

exercent leurs effets locomoteurs et récompensants en facilitant la libération de 

dopamine au niveau du noyau accumbens. Nous avons cependant montré il y a 

quelques années, chez le rat, que le blocage des récepteurs αlb-adrénergiques par 

un antagoniste spécifique, la prazosine, abolit la facilitation par l'amphétamine de 

la libération de dopamine fonctionnelle, c'est-à-dire celle responsable de l'appari-

tion de l'hyperactivité locomotrice. Ces résultats ont été ensuite confirmés chez 

la souris dépourvue de récepteurs αlb-adrénergiques chez qui l'amphétamine 

n'induit plus de libération de dopamine. 

L'analyse du rôle des récepteurs αlb-adrénergiques dans la régulation de la 

libération de dopamine dans le noyau accumbens a été poursuivie en étudiant 

l'effet d'un opiacé, la morphine. Comme dans le cas de l'amphétamine, la prazo-

sine bloque totalement la facilitation par la morphine de la libération de dopamine 

chez les souris sauvages. Cependant, la libération de dopamine évoquée par la 

morphine chez les souris dépourvues de récepteurs αlb-adrénergiques est iden-

tique à celle des animaux sauvages et, en accord avec le fait que ces souris ne 

possèdent plus de récepteurs αlb-adrénergiques, insensible à la prazosine. Nous 

avons envisagé que l'absence des récepteurs αlb-adrénergiques chez ces souris 

mutées était compensé par une autre système régulateur. Une analyse comporte-

mentale nous a indiqué que l'hyperactivité locomotrice induite par la morphine 

chez ces souris mutées étaient devenue complètement dépendante de la stimula-

tion des récepteurs 5-HT2A. 

De fait, chez le rat, la stimulation des récepteurs 5-HT2A joue également un 

rôle dans la facilitation de la libération de dopamine induite par l'amphétamine, 

car le blocage de ces récepteurs par l'antagoniste SR46349B abolit la libération 

de dopamine fonctionnelle évoquée dans le noyau accumbens par l'amphétamine 

de façon identique à ce qui est observé lors du blocage des récepteurs αlb-

adrénergiques. Toutefois, comme indiqué par les effets des injections locales de 

prazosine et de SR46349B, les récepteurs αlb-adrénergiques mis en jeu sont 
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localisés dans le cortex préfrontal alors que les sites 5-HT2A se trouvent au 

niveau de l'aire tegmentale ventrale. 

Chez les souris C57B16, la libération de dopamine évoquée par la morphine 

est totalement bloquée lorsque les animaux sont prétraités par le SR46349B. Cet 

antagoniste 5-HT2A provoque un blocage semblable de la réponse de la morphine 

chez les souris dépourvues de récepteurs αlb-adrénergiques. 

Ainsi, chaque antagoniste, αlb-adrénergique ou 5-HT2A, induit un blocage 

total de la libération de dopamine évoquée par l'amphétamine chez le rat et par 

la morphine chez la souris. De même, l'hyperactivité locomotrice induite par 

l'amphétamine chez le rat ou par la morphine chez la souris est respectivement 

bloquée totalement ou à 80 % par chacun des deux antagonistes. Ces résultats 

suggèrent que les transmissions noradrénergique et sérotoninergique régulent une 

voie neuronale commune qui contrôle in fine les systèmes dopaminergiques 

(Agnès Auclair, Candice Drouin, Susanna Cotecchia, Gérard Blanc). 

2.2. INTERACTION ENTRE LES RÉCEPTEURS 5-HT2A ET α 1 B-ADRÉNERGIQUES 

Des souris dépourvues de récepteurs 5-HT2A (données par Laurence Lanfu-

mey, Inserm U.288) ont été utilisées pour rechercher une interaction éventuelle 

entre les récepteurs 5-HT2A et αlb-adrénergiques. Ces souris, croisées afin de 

les mettre sur un fond génétique homogène de type C57B16, présentent une 

réponse locomotrice à la morphine identique à celles des souris dépourvues de 

récepteurs αlb-adrénergiques. De même, à l'instar des souris αlb-adrénergiques 

dont la réponse locomotrice à la morphine est totalement inhibée par l'antagoniste 

5-HT2A (SR46349B), la réponse locomotrice à la morphine des souris dépour-

vues de récepteurs 5-HT2A est totalement inhibée par un antagoniste αlb-

adrénergique (prazosine). Cependant, la situation entre ces deux récepteurs n'est 

pas totalement symétrique puisque l'induction de la sensibilisation à la morphine, 

qui est totalement inhibée par le SR46349B chez les souris dépourvues de récep-

teurs αlb-adrénergiques n'est pas modifiée par la prazosine chez les souris 

dépourvues de récepteurs 5-HT2A. 

Enfin, l'analyse autoradiographique des récepteurs 5-HT2A dans l'aire tegmen-

tale ventrale et le noyau accumbens des souris dépourvues de récepteurs αlb-

adrénergique ainsi que l'étude du couplage du récepteur αlb-adrénergique au 

phosphatidylinostol dans le cortex de souris dépourvues de récepteurs 5-HT2A 

ne nous ont pas encore permis de montrer des différences de densité ou de 

couplage expliquant les compensations observées chez les souris KO pour les 

récepteurs 5-HT2A ou αlb-adrénergique (Lucas Salomon, Agnès Auclair). 

2.3. INTERVENTION DES MONOAMINES OXYDASES DANS LES EFFETS DU TABAC 

ET DE LA NICOTINE 

Le tabac déclenche une forte dépendance chez l'Homme qui dépend en partie 

de la nicotine. Néanmoins seule, la nicotine ne provoque pas des consommations 
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compulsives et l'utilisation de patch à la nicotine ne permet que rarement d'inter-

rompre la consommation de tabac chez un fumeur dépendant. Chez le rat ou la 

souris, la nicotine seule ne provoque qu'une très faible libération de dopamine 

dans le noyau accumbens, critère considéré pourtant comme essentiel dans le 

cas des produits qui déclenchent de la dépendance. Enfin, comme nous l'avons 

montré, contrairement à ce qui est observé avec les psychostimulants et les 

opiacés, la sensibilisation comportementale induite chez le rat par la nicotine 

n'est que de courte durée. 

Précédemment, en tenant compte des observations cliniques révélant l'exis-

tence d'une baisse importante de l'activité des monoamines oxydases chez les 

fumeurs, nous avons montré chez le rat, que l'administration conjointe de nicotine 

et d'inhibiteurs des monoamines oxydases (tranylcypromine ou pargyline) pro-

voque une sensibilisation comportementale pendant plus de 90 jours. Selon ces 

données, les inhibiteurs des monoamines oxydases (IMAOs) présents dans le 

tabac (harmane, norharmane, acétaldéhyde...) pourraient jouer un rôle important 

dans les effets addictifs du tabac. D'autre part, ces données nous ont aussi permis 

de comprendre pourquoi la nicotine seule n'induit qu'une faible hyperactivité 

locomotrice chez le rat et ne déclenche aucune réponse locomotrice chez la 

souris, contrairement aux autres produits possédant de fortes propriétés addictives 

tels que les psychostimulants ou les opiacés. En effet, nous avons essayé d'obte-

nir une réponse locomotrice à la nicotine chez la souris, en l'associant à des 

IMAOs. L'utilisation de 15 combinaisons d'IMAOs présentant diverses caracté-

ristiques vis-à-vis des deux monoamine oxydases A et B, nous a permis de 

montrer que la nicotine (1 mg/kg) ne peut provoquer une réponse locomotrice 

que lorsque les souris sont prétraitées avec des IMAOs irréversibles et bloquant 

à la fois les MAO A et B. De plus, des expériences complémentaires combinant 

des administrations de nicotine avec des produits libérant la dopamine (GBR12909), 

la noradrénaline (l'amphétamine) ou la sérotonine (la para-chloro-amphétamine) 

nous ont permis de montrer que les IMAOs permettent la réponse à la nicotine 

essentiellement en facilitant l'augmentation des taux extracellulaires de 5-HT par 

la nicotine. De plus, des expériences de micro-dialyse effectuées chez les souris 

prétraitées par un inhibiteur mixte et irréversible des monoamines oxydases ont 

montré que la nicotine augmente de façon importante les taux extracellulaires 

de 5-HT dans le noyau accumbens. 

Enfin, en collaboration avec le laboratoire du Professeur Changeux, nous avons 

montré que des souris dépourvues des sous-unités p2, α4, et α7 du récepteur 

nicotinique ne répondaient plus à la nicotine, y compris en présence d'IMAOs. 

En revanche, les souris dépourvues de la sous-unité a6 du récepteur nicotinique 

continuent à répondre à la nicotine en présence d'IMAOs. Ces résultats confir-

ment l'importance des récepteurs α4β2 et α7 dans les effets comportementaux 

de la nicotine. Nous avons aussi observé que les souris dépourvues de la sous-

unité (32 sont hyperréactives aux opiacés et aux psychostimulants, ce qui suggère 

que cette sous-unité, présente dans les interneurones GABAergiques de l'aire 
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tegmentale ventrale, intervient dans la régulation inhibitrice des neurones dopami-
nergiques par les interneurones GABAergiques (Anne-Sophie Villégier, Lucas 
Salomon, Gérard Godeheu, Gérard Blanc). 

3. COMMUNICATION JONCTIONNELLE 
DANS LES RÉSEAUX NEURONAUX ET ASTROCYTAIRES 
(Responsable de l'équipe : Christian Giaume) 

3.1. REDISTRIBUTION DES CONNEXINES ASTROCYTAIRES DANS LE CORTEX CÉRÉBRAL 

DE SOURIS APRÈS LÉSION EXCITOTOXIQUE À L'ACIDE KAÏNIQUE 

(Annette Koulakoff, Pascal Ezan) 

Les astrocytes sont particulièrement riches en jonctions communicantes qui 
sont à l'origine de leur organisation en réseaux de cellules couplées. Ces jonctions 
sont formées par des connexines (Cx) qui établissent des pores aqueux inter
cellulaires. La majeure partie des jonctions entre astrocytes est constituée par 
deux de ces protéines, les Cx30 et Cx43. En utilisant des cultures de neurones 
et d'astrocytes corticaux de souris embryonnaires, nous avons précédemment 
montré que les neurones contrôlent l'expression des Cxs astrocytaires. En effet, 
en présence de neurones, l'expression de la Cx43 est augmentée dans les astro
cytes et celle de la Cx30 est induite dans des sous-populations astrocytaires. 
Lorsque les neurones sont détruits dans les co-cultures, l'expression astrocytaire 
de ces deux Cxs est réduite, leur niveau d'expression se rapprochant de celui 
observé dans les astrocytes cultivés seuls. 

Nous avons entrepris d'examiner in vivo l'incidence de la mort neuronale sur 
l'expression des Cxs astrocytaires en utilisant des souris adultes lésées par injec
tion unilatérale stéréotaxique d'acide kaïnique dans le cortex cérébral. La zone 
lésée dépourvue de neurones, généralement bien circonscrite, a été déterminée 
immunohistochimiquement par l'absence de Neu-N, un marqueur nucléaire spéci
fique des neurones. Cette lésion s'accompagne d'une intense astrogliose réaction-
nelle, caractérisée par l'abondance de GFAP, protéine spécifique du cytosquelette 
astrocytaire. La zone de gliose s'étend bien au-delà de la région de mort neuro
nale. Au cœur de la zone lésée, les astrocytes apparaissent hypertrophiés avec 
des prolongements épais très riches en GFAP. Par contre, à la périphérie, bien 
que plus riches en GFAP, les astrocytes présentent des prolongements plus fins et 
arborisés semblables à ceux observés dans du tissu normal Des doubles immuno-
marquages GFAP et Cxs ont permis d'observer une redistribution des deux Cxs 
gliales dans le cortex lésé par rapport à la région contralatérale non lésée. Ainsi, 
une semaine après la lésion, l'expression des deux Cxs est très diminuée dans 
les astrocytes hyper-réactifs localisés dans la région dépourvue de neurones mais 
accrue dans les astrocytes réactifs situés à la périphérie. Après deux et trois 
semaines, la teneur en Cx30 reste faible au cœur de la zone lésée qui apparaît 
encerclée par une zone enrichie en Cx30. L'expression de la Cx43 est largement 
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accrue mais hétérogène, des zones de très forte expression cohabitant avec des 
îlots de faible expression. Ainsi, selon ces premières données, le processus de 
gliose réactionnelle provoqué par une lésion excitotoxique s'accompagne d'im
portantes modifications de l'expression des connexines astrocytaires qui suggè
rent l'existence de profondes altérations temporelles et topologiques des commu
nications jonctionnelles astrocytaires. 

3.2. INTERACTION ENTRE ASTROCYTES ET CELLULES MICROGLIALES : 
RÔLE DU TNFALPHA ET DE L'IL-1 BETA DANS LE CONTRÔLE 

DU COUPLAGE ASTROCYTAIRE 
(William Même, Nicolas Froger, Pascal Ezan, en collaboration avec Charles-
Felix Calvo et Edwige Amigou) 

A l'aide de co-cultures, nous avons mis en évidence un effet inhibiteur des 
cellules microgliales sur la communication jonctionnelle et l'expression de la 
Cx43 dans les astrocytes corticaux de la souris. Cette inhibition dépend de l'état 
d'activation des microglies puisqu'elle est de 25 % lorsque ces cellules sont au 
repos et de 7 5 % lorsqu'elles sont prétraitées avec du LPS (10ng/ml, 24h), 
traitement qui est sans effet sur le couplage lorsqu'il est appliqué seul sur les 
astrocytes. Cet effet est reproduit par le milieu conditionné de microglies activées 
par le LPS ou lorsque les astrocytes et les cellules microgliales en culture ne 
sont pas directement en contact. Comme l'indiquent des dosages par test Elisa 
du milieu conditionné de microglies activées, le LPS induit une production de 
facteurs pro-inflammatoires, notamment du TNF-alpha et de l'IL-1 beta, deux 
cytokines qui interviennent vraisemblablement dans l'effet inhibiteur des micro
glies sur le couplage astrocytaires. En effet, l'application simultanée de ces deux 
cytokines induit une forte inhibition du couplage et de l'expression de la Cx43, 
mais appliquées seules ces deux cytokines sont sans effet. De plus, l'effet du 
milieu conditionné est supprimé en présence d'un récepteur soluble du TNF 
alpha et d'un antagoniste de l'IL-1 beta. 

L'inhibition par les microglies du couplage astrocytaire pourrait accroître la 
mort neuronale car selon certaines données, les astrocytes qui ne communiquent 
plus sont moins neuroprotecteurs. 

3.3. INHIBITION DE LA COMMUNICATION JONCTIONNELLE ASTROCYTAIRE 

PAR LA SPHINGOSINE-1-PHOSPHATE 
(Martine Tencé, Jocelyne Cordier) 

Lors d'une lésion vasculaire et d'une hémorragie cérébrale, les cellules nerveuses 
se trouvent en contact avec des médiateurs plaquettaires tels que la sphingosine-
1-phosphate (S1P) et l'acide lysophosphatidique (LPA) qui, comme nous l'avons 
montré précédemment, modifient des fonctions gliales importantes pour la survie 
neuronale. Ainsi, par exemple, la production microgliale de TNF alpha est inhibée 
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par le LPA et la communication astrocytaire est inhibée par la SlP. Le méca
nisme d'action de la SIP a été recherché sachant que ses récepteurs membranaires 
astrocytaires sont couplés aux protéines G et que deux cascades de signalisation 
indépendantes et complémentaires peuvent être impliquées, l'une médiée par 
l'activation des récepteurs couplés à Gi/o et l'autre par la voie G12/13/Rho/Rho 
kinase. La Cx43 et/ou ses partenaires moléculaires (protéines d'échafaudage par 
exemple) pourraient être les cibles moléculaires de ces cascades. Nos recherches 
se sont orientées sur l'actine et sur plusieurs protéines qui, dans les cellules 
polarisées, constituent les éléments structuraux d'autres types de jonctions, les 
« jonctions serrées », car ces protéines sont des cibles potentielles de la kinase 
activée par Rho. Des marquages par immunofluorescence suivis d'analyses en 
microscopie confocale, nous ont permis de montrer que deux de ces protéines, 
l'occludine et ZO-1, sont exprimées dans les astrocytes. Nous tentons actuelle
ment de vérifier que ces protéines sont associées à la Cx43. 

3.4. COUPLAGE DIFFUSIONNEL ET EXPRESSION DE CONNEXINES ENTRE ASTROCYTES 

ÉTUDIÉS DANS LE CORTEX SOMATO-SENSORIEL DE LA SOURIS 

(Vanessa Houades, Annette Koulakoff, Pascal Ezan). 

Nous avons montré que la présence et l'activité synaptique des neurones facili
tent la communication jonctionnelle entre les astrocytes ainsi que l'expression 
des Cxs43 et 30, ce qui suggère que l'activité des réseaux neuronaux contrôle 
l'étendue de réseaux astrocytaires Pour vérifier cette hypothèse, les propriétés 
fonctionelles et la distribution des connexines astrocytaires ont été étudiées dans 
le cortex somato-sensoriel de projection des vibrisses de la souris. Cette structure 
présente la caractéristique d'une compartimentation importante des neurones cor
ticaux de la couche IV, les « barils », qui reçoivent des afférences d'origine 
thalamique. Chaque baril représente une unité fonctionnelle qui peut être activée 
indépendamment par la stimulation d'une vibrisse. 

L'analyse par immunofluorescence en microscopie confocale de la distribution 
des connexines dans des tranches de cortex indique que leur expression est 
compartimentée dès P5 pour la Cx43 et à P15 pour la Cx30 dont l'apparition 
est plus tardive et que ces distributions sont toujours observée à P40. Les barils 
sont enrichis en connexines en comparaison de la région des « septa » située 
entre chaque baril dont l'intensité de marquage est équivalente à celle des autres 
régions du cortex somato-sensoriel. Le couplage diffusionel astrocytaire a été 
étudié à l'aide d'enregistrements en patch-clamp sur les tranches de cortex. Deux 
populations d'astrocytes correspondent à la classification décrite précédemment 
dans l'hippocampe ont été observées : des astrocytes « passifs » présentant une 
relation courant-voltage linéaire et des astrocytes « complexes » présentant des 
courants voltage-dépendants. L'injection de biocytine a permis de mettre en 
évidence des réseaux astrocytaires de plus de 50 cellules à P10 dont l'étendue est 
réduite par le carbenoxolone, un agent découplant des jonctions communicantes. 
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L'étendue du couplage est plus importante verticalement et l'étendue moyenne 
du couplage diffusionnel est supérieure à la taille moyenne d'un « barrel » déter
miné après marquage à la cytochrome oxydase. Ainsi, les réseaux astrocytaires 
visualisés par l'injection d'un traceur intercellulaire ne se superposent pas avec 
les compartiments neuronaux des barils. Cependant, compte tenue des interactions 
fonctionnelles entre astrocytes et neurones, l'existence d'une communication 
astrocytaire entre barils voisins pourrait contribuer aux relations transversales 
entre les barils décrits. 

4. ÉTUDE DES PHÉNOMÈNES NEUROTOXIQUES 
ET DES MODIFICATIONS DES PROTÉOMES NEURONAUX 
ET ASTROCYTAIRES 
(Responsable de l'équipe : Joël Prémont) 

4.1. MODIFICATION DE LA CARTE PROTÉIQUE NEURONALE LORS DES PHÉNOMÈNES 
NEUROTOXIQUES : RÔLE DES CRMPSS (COLLAPSIN-RESPONSE-MEDIATOR-PROTEINS) 
(Christian Gauchy, Sylvie Bretin-Trocmé) 

Précédemment, nous avons montré (grâce à l'analyse par spectrométrie de 
masse, MALDI-TOFF en collaboration avec P. Marin UPR CNRS 2580) qu'une 
exposition transitoire et toxique de NMDA sur des neurones corticaux en culture 
provoque des modifications de la carte protéique des neurones survivants. Parmi 
les 500 protéines détectées sur les gels en deux dimensions, des modifications 
des taux d'expression de 12 protéines ont été observées et 9 de ces protéines 
appartiennent à une même famille, les CRMPs (Collapsin Response Mediator 
Proteins, 64 kDa). Une collaboration entreprise avec l'unité INSERM U433 
(Neurobiologie Expérimentale et Physiopathologique, Lyon) nous a permis de 
confirmer et quantifier ces résultats à l'aide d'anticorps spécifiques de chacune 
des CRMPs. L'action neurotoxique du NMDA induit, dans les neurones survi
vants, une diminution du taux d'expression des formes majoritaires (62-64 kDa) 
de CRMP1, 2, 3, et 5 alors que la CRMP4 est fortement augmentée. De plus, 
les variations des taux de ces protéines sont étroitement liées au processus neuro
toxique induit par le NMDA. 

Une analyse plus détaillée des résultats obtenus en western blot a permis de 
mettre en évidence que la baisse des taux de la protéine intacte de 64 Kd était 
toujours associée à une augmentation de formes plus courtes de 55 kDa égale
ment détectées par nos anticorps. Il est finalement apparu que la dégradation des 
CRMPs provenait de l'action d'une protéase activée par un influx de calcium 
induit par le NMDA : la calpaïne. En effet, la dégradation des CRMPs dans les 
neurones survivants est complètement bloquée par un prétraitement des neurones 
par des inhibiteurs de la calpaïne tels que le MDL28170 ou la calpeptine. Des 
expériences complémentaires ont également montré que la présence de ces 
CRMPs courtes est indissociable du processus toxique puisque les neurones 
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survivants à une première application de NMDA sont à nouveau résistants à une 

seconde toxicité. D'autre part, l'apparition des formes courtes des CRMPs n'est 

pas modifiée par la seconde application de NMDA. De surcroît, leur formation 

est proportionnelle à la concentration de NMDA et à la toxicité qui en résulte. 

Il semblerait donc que l'apparition de CRMPs « courtes » soit étroitement liée à 

la résistance des neurones. Des publications récentes nous ont amené à envisager 

que ces formes de CRMPs clivées étaient à l'origine de la résistance des neurones 

en régulant la présence du récepteur NMDA à la membrane. En effet, la forme 

non clivée de CRMP2 en se liant à une protéine spécifique, Numb, empêche 

l'endocytose de la protéine Ll . Nous avons donc envisagé que la présence de 

CRMP2 clivée provoque l'endocytose du récepteur NMDA réduisant par la même 

la capacité neurotoxique du NMDA. Des expériences de biotinylisation (considé-

rée comme un index de la présence d'une proteine à la membrane) sont en faveur 

de cette hypothèse puisque les neurones survivants à une application neurotoxique 

de NMDA présentent une diminution de 50 % du taux de récepteurs NMDA bio-

tinylé. 

Afin de valider notre hypothèse, nous mettons au point des méthodes de 

transfection à l'aide d'un vecteur viral visant à sur-exprimer les formes clivées 

ou non dégradées de CRMP2 sur des cultures primaires neuronales. Sur ces 

cellules transfectées, nous souhaitons à la fois déterminer les modifications de 

sensibilité de cellules exprimant majoritairement une forme de CRMP2 (clivée 

ou non) vis-à-vis d'une toxicité NMDA et effectuer des corrélations entre la 

présence du récepteur NMDA à la membrane et la neurotoxicité. 

4.2. RÔLE DES MODIFICATIONS DE PH INTRACELLULAIRE ET DU MÉTABOLISME 

ÉNERGÉTIQUE DANS LES INHIBITIONS DE SYNTHÈSE PROTÉIQUE INDUITES 

PAR LE NMDA DANS LES NEURONES CORTICAUX EN CULTURE PRIMAIRE 

(M. Maus-Moatti, Y. Torrens, J. Prémont). 

Nous avons étudié depuis plusieurs années le rôle de la régulation de la 

synthèse protéique dans les processus de neurotoxicité (toxicité du NMDA, du 

zinc ou de H 2 0 2 ) . L'inhibition de synthèse protéique dans les neurones par le 

NMDA a été attribuée à une phosphorylation du facteur d'élongation de la 

traduction (EF2) par une protéine kinase Ca2 +-dépendante (EF2-kinase). L'inhibi-

tion de la synthèse protéique par le zinc ou H 2 0 2 se situe au niveau de l'étape 

de préinitiation de la traduction et semble impliquer la phosphorylation du facteur 

EIF2α (activation des kinases PKR ou PERK par des agents de stress ou suite 

à une mobilisation importante des pools intracellulaires de Ca 2 +). La phosphoryla-

tion du facteur EIF2a entraîne la séquestration du facteur d'échange EIF2B et 

conduit à des inhibitions très importantes de la synthèse protéique. 

Le NMDA (30-200 μM) induit des modifications non seulement de la synthèse 

globale des protéines dans les neurones, mais également du pH intracellulaire 

ainsi qu'une forte réduction de la charge énergétique neuronale. Nous avons 
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donc recherché si l'acidification du cytoplasme des neurones ou le déficit métabo-

lique jouaient un rôle dans l'inhibition de synthèse protéique induite par le 

NMDA. Un déficit métabolique dans les neurones (utilisation de déoxyglucose, 

oligomycine et autres inhibiteurs de la chaîne respiratoire mitochondriale) pro-

voque une forte inhibition de la synthèse protéique et une phosphorylation du 

facteur d'élongation EF-2, sans modification de l'état de phosphorylation du 

facteur d'initiation EIF2α. Cependant, les mécanismes impliqués dans les effets 

du NMDA et d'un déficit métabolique semblent distincts (activation respective 

d'EF2 kinase par le Ca 2 + et par l'AMP kinase). 

En effet, le NMDA entraîne une forte augmentation du Ca 2 + libre cytosolique 

et conduit à l'activation d'EF-2 kinase par la voie Ca2 +-calmoduline dépendante 

alors que l'activation de la voie EF-2 kinase par le deoxyglucose n'est pas 

Ca2 +-dépendante et semble donc plutôt faire intervenir l'AMP-kinase (kinase 

dépendante du niveau d'AMP, susceptible de phosphoryler et d'activer EF-2 

kinase). De plus, les antagonistes des récepteurs NMDA (MK 801, etc.) n'inhi-

bent pas la phosphorylation d'EF-2 induite par le déoxyglucose. Par ailleurs, 

la voie métabolique PI3-kinase/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin) 

impliquant la phosphorylation et l'altération du facteur d'initiation EIF4E-BP ne 

semble pas intervenir dans la régulation de la synthèse protéique par le deoxyglu-

cose, confirmant qu'un déficit métabolique dans les neurones agit au niveau de 

l'étape d'élongation plutôt qu'à celui de la préinitiation de la traduction des 

protéines. 

4.3. RÔLE DES CELLULES MACROPHAGES AU COURS DE L'INFLAMMATION 

(Edwige Amigou, Charles-Félix Calvo) 

Nous avons pu montrer que l'activation des macrophages cérébraux de souris 

in vitro induit l'expression de cytokine pro-(TNFoc) et anti-inflammatoire (IL10) 

dans des cellules distinctes, suggérant ainsi une hétérogénéité fonctionnelle au 

sein de cette population. L'expression du TNFα et de l'IL10 en réponse au 

stimulus inflammatoire LPS est similaire pour la période de développement cou-

vrant le jour embryonnaire E17 au jour 8 postnatal. Ainsi, 9 et 40 % des cellules 

totales synthétisent exclusivement l'IL10 et le TNFα, respectivement, tandis que 

8 % des cellules produisent les deux cytokines en même temps. Pour cette der-

nière population, des expériences de double marquage sur des cellules en divi-

sion, ont montré une répartition du TNFα et de l'IL10 à chacun des pôles d'une 

même cellule, suggérant que les cellules doublement marquées sont amenées à 

générer des cellules ne produisant qu'une seule cytokine au cours de leur matu-

ration. 

L'action du LPS étant dépendante de l'expression spécifique du récepteur 

TLR4, nous avons entrepris d'étudier les phénotypes sécrétoires des macrophages 

cérébraux lors d'une stimulation dépendante d'un autre type de récepteur mem-

branaire, comme le TLR2. Cette stimulation réalisée avec le zymosan et le 
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peptidoglycan, composants de particules de levure et de parois de bactéries Gram 

positive, respectivement, induit une proportion de phénotypes sécrétoires pour le 

TNFα et l'IL10 comparable à celle obtenue avec le LPS. Cette approche ne nous 

a donc pas permis d'expliquer la nature de la population ne produisant aucune 

des deux cytokines. 

Nous avions également identifié dans les macrophages cérébraux, une popula-

tion de cellules dendritiques qui portent le marqueur CD11c. Un enrichissement 

de la population cellulaire macrophagique par déplétion des cellules CD11c posi-

tives, avant stimulation, n'a pas modifié la fréquence des phénotypes de sécrétion 

d'IL10 ou de TNFα et indique donc que les cellules dendritiques ne participent 

pas à l'hétérogénéité observée. 

Les voies intracellulaires conduisant à la synthèse de ces cytokines passent 

par l'activation en cascade de seconds messagers, comprenant les Mitogen Acti-

vated Protein Kinases de type P38 et P42/44. Nous avons pu bloquer chacune 

de ces kinases par un antagoniste sélectif au cours de l'activation des macro-

phages cérébraux par le LPS. Ainsi, U0126, en agissant sur p42/44 bloque la 

synthèse de TNFα, sans affecter celle de l'IL10, tandis que SB203580 en blo-

quant p38, inhibe la production de ces deux cytokines. Par ailleurs, nous avons 

pu montrer que la prostaglandine E2 abolit la synthèse de TNFα, et augmente 

celle de l'IL10 dans les sous populations décrites précédemment. Ces résultats 

indiquent clairement que des macrophages cérébraux distincts synthétisant une 

cytokine pro- ou anti-inflammatoire peuvent être soumis à une régulation indé-

pendante. 

5. NEURO-ONCOLOG1E : APPROCHE MOLÉCULAIRE 

ET CELLULAIRE DU DÉVELOPPEMLENT DES GLIOMES 

(Responsable de l'équipe : Hervé Chneiweiss (avec Alain Anselmet, Brigitte 

Canton, Hervé Chneiweiss, Marie-Pierre Junier, Cristina Mondet, François 

Renault, Ariane Shariff, Jeanne-Marie Studler)) 

Les tumeurs primaires cérébrales représentent environ 2 % des diagnostics de 

malignité. L'incidence de la maladie est de 6 à 9 cas pour 100 000, ce qui 

correspond à environ 3 000 nouveaux cas par an en France. Dans le cas des 

tumeurs de bas grade, la barrière hémato-encéphalique est respectée et l'espérance 

de vie du patient supérieure à 10 voire 15 ans selon le type de cellules à l'origine 

de ces cancers. Puis surviennent les tumeurs de haut grade, dont la forme la plus 

grave, le glioblastome, est de mauvais pronostic à 1 an. Les mécanismes de cette 

progression par étape qui nécessitent plusieurs événements successifs mettant 

en jeu une hyperactivation de cascades de signalisation intracellulaires ne sont 

actuellement pas connus. Leur compréhension et leur contrôle permettraient 

d'inhiber le développement de ces tumeurs vers les hauts grades. De plus, un 

problème majeur qui s'oppose à un traitement curatif des gliomes est la migration 

à distance de cellules tumorales puisque celles-ci ne peuvent être éliminées par 
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chirurgie et sont la source des récidives. Une amélioration des traitements néces-

site de comprendre ce phénomène de migration et de le contrôler. 

Les astrocytes qui sont capables de se dédifférencier en progéniteur ou les 

cellules souches neurales elles-mêmes pourraient être impliquées dans la tumori-

génèse. Le TGFα est un facteur de croissance dont la présence est amplifiée dès 

les étapes précoces de la tumeur. Le premier objectif de nos études est de 

comprendre les mécanismes par lesquels le TGFα participe à la progression 

tumorale via son récepteur ErbBl, ou comme le suggèrent des données prélimi-

naires par un nouveau mécanisme de signalisation que nous nous proposons 

de caractériser. 

La protéine PEA-15 est un adaptateur modulant plusieurs voies de communica-

tion dans la cellule responsable de la prolifération, la survie et de plus la migra-

tion des cellules comme nous l'avons montré récemment. Notre second objectif 

est de déterminer les mécanismes d'action de PEA-15 et de caractériser des 

molécules d'intérêt pharmacologique capables d'agir sur la protéine. 

Cette double approche devrait permettre de mieux comprendre les mécanismes 

d'évolution de la tumeur, de définir de nouveaux profils permettant un meilleur 

diagnostic et de trouver des stratégies pour le développement de nouveaux traite-

ments. 

5.1. RECHERCHE ET CARACTÉRISATION DE CELLULES SOUCHES TUMORALES 

En collaboration avec le Pr Catherine Daumas-Duport et son équipe (Hôpital 

Ste Anne, Paris) nous avons émis l'hypothèse que des cellules souches neurales 

interviennent dans les processus de tumorigénèse et que des cellules présentant 

des caractéristiques de cellules souches tumorales existent au sein des tumeurs. 

Pour vérifier cette hypothèse nous nous sommes particulièrement intéressés à une 

nouvelle forme de glioblastomes, les tumeurs glio-neuronales malignes (TGNM) 

(Varlet et al., 2004 sous presse) qui contiennent des cellules exprimant à la fois 

des marqueurs neuronaux telle que la NF70 et des marqueurs gliaux comme la 

GFAP. Confirmant l'existence dans ces tumeurs de l'adulte de cellules souches 

tumorales, nous avons mis en évidence dans une dizaine de tumeurs humaines 

de type TGNM, des cellules capables de prolifération, d'autorenouvellement et 

de différenciation selon les conditions de culture. 

5.2. DÉVELOPPEMENT DE MODÈLES D'ANALYSES DES GLIOMES IN VIVO 

Le TGF alpha est l'une des principales molécules dont les processus de régula-

tion sont perturbés dans les gliomes dès les stades les plus précoces. La sur-

expression de son récepteur est aussi fréquemment observée dans les tumeurs de 

haut grade. Selon notre hypothèse, le TGFα participerait à l'initiation de la 

transformation tumorale en provoquant une régression de l'astrocyte mature vers 

un type cellulaire moins différencié, la glie radiaire considérée comme une cellule 
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souche neurale cible de la tumorigénèse. Favorisant cette hypothèse nous avons 

montré que les astrocytes acquièrent la morphologie et l'expression de certains 

marqueurs spécifiques de la glie radiaire, une forme de neuroprogéniteurs, lors-

qu'ils sont soumis à une exposition prolongée au TGFα. Or les données les plus 

récentes suggèrent que la transformation d'un astrocyte passe par sa dédifféren-

ciation. Nos résultats suggèrent que le TGFα serait l'un des inducteurs de cette 

dédifférenciation. Il est cependant nécessaire de poursuivre la caractérisation des 

propriétés des astrocytes traités au TGFα afin de déterminer si le TGFα induit 

réellement un changement complet du phénotype cellulaire incluant l'acquisition 

des propriétés fonctionnelles de la glie radiaire. 

Par ailleurs nous avons poursuivi en collaboration avec la société Hybrigenics 

la caractérisation de nouveaux partenaires intracellulaires de TGFα. Nous avons 

pu confirmer récemment par surexpression dans différents types cellulaires des 

interactions observées initialement en double hybride chez la levure. Ceci devrait 

nous permettre maintenant de décrire une nouvelle voie de régulation de la 

sécrétion de TGFα. 

5.3. POURSUITE DES ÉTUDES DES FONCTIONS DE PEA-15 

NOUS avons poursuivi l'analyse des fonctions de la protéine PEA-15 que nous 

avions préalablement identifiée. Il s'agit d'une phosphoprotéine de 15 kDa, PEA-

15, enrichie dans les astrocytes normaux, qui agit comme une double-clé contrô-

lant les cascades menant la cellule vers l'entrée dans le cycle de division ou sa 

mort par activation du programme d'apoptose. PEA-15 est fortement exprimée 

dans les tumeurs de bas grade tandis que cette expression disparaît au sein des 

glioblastomes. Nous avons analysé les conséquences de l'expression de PEA-15 

sur la motilité astrocytaire et de cellules gliomales. Nos résultats indiquent que 

son expression est associée à une inhibition de la migration cellulaire. Il existe 

des facteurs intrinsèques, les astrocytes n'exprimant pas PEA-15 ayant une moti-

lité accrue, et des facteurs extrinsèques, les tissus cérébraux n'exprimant pas 

PEA-15 étant plus permissifs à la diffusion de cellules tumorales que les tissus 

normaux. Les remaniements du cytosquelette sous-jacent à la motilité cellulaire 

peuvent également être modulés par la signalisation associée au couple EGFR/ 

TGFα. De fait, TGFα stimule la motilité astrocytaire. Ceci nous permet actuelle-

ment d'analyser les cascades de signalisation intracellulaires impliquées dans le 

contrôle de la motilité astrocytaire et celles plus particulièrement modifiées par 

l'expression de PEA-15. 
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