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Glutamate et mGIuR1: la clé et la serrure
de I'apprentissage chez les mammiferes

Il est maintenant généralement
admis que le glutamate est I’acide
aminé excitateur responsable de
I’activation de certains neurones
impliqués dans les processus
d’apprentissage et de mémorisation
du systéme nerveux central. On a pu
identifier in vitro deux familles de
récepteurs du glutamate : 'une est
constituée de récepteurs ioniques
(iGluRs) activés par le NMDA et qui
permettent I'entrée dans la cellule
d’ions calcium. L’autre famille est
constituée de récepteurs a 7 seg-
ments transmembranaires (7TMD)
qui, parce qu’ils sont couplés a diffé-
rentes protéines G, transmettent le
signal a un certain nombre d’effec-
teurs intracellulaires. Ces récepteurs
a 7TMD sont appelés récepteurs
métabotropiques ou mGIuR [1]. De
nombreuses études in vitro ont mon-
tré, a I'aide d’antagonistes, I'implica-
tion de ces deux familles de récep-
teurs dans des processus de renfor-
cement de l'activité synaptique tels
que la potentialisation a long terme
(LTP) dans I’hippocampe et la
dépression a long terme (LTD) dans
le cortex cérébelleux. Si la présence
des récepteurs sensibles au NMDA
est nécessaire pour I'induction de la
LTP dans certaines connexions de
I’hippocampe, elle n’est pas indis-
pensable car il existe des zones ou la
LTP peut étre induite en I’absence
de ces récepteurs. En revanche, il a
été récemment montré qu’aucune
forme de renforcement synaptique a
long terme ne peut étre produite
sans I'activation des mGIluR, et cela
dans I’hippocampe comme dans le
cervelet [2]. Les études sur les
mGIuR se sont heurtées a divers obs-
tacles dont 'absence d’antagonistes
efficaces et sélectifs pour les diffé-
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rents sous-types de récepteurs
(mGIluR1-7) qui composent cette
famille. Afin de résoudre ces pro-
blémes, nous avons produit, par
recombinaison homologue, une
lignée de souris mutantes pour le
gene codant pour mGluR1 [3].

Cette technique consiste a inactiver
le géne cible dans des cellules
souches embryonnaires (ES), par in-
tégration d’'un vecteur de recombi-
naison homologue dans le locus du
gene. Les cellules ES sont ensuite in-
jectées dans un embryon héte et, gra-
ce a leur capacité de coloniser tous
les tissus de la souris y compris la li-
gnée germinale, la mutation est alors
transmise a la descendance. Pour ce
qui concerne mGluR1, nous en avons
inactivé le géne dans les cellules ES
tout en placant en phase le géne
marqueur lacZ, afin d’établir une cor-
rélation entre d’éventuels phéno-
types et 'absence de mGIluRl dans
certains tissus, via I’expression de la
B-galactosidase (BGal) [4].

La mutation de mGIluRIl a provoqué
chez I'animal un déficit moteur séve-
re qui s’apparente a l’ataxie. Ce phé-
notype apparait de maniére soudaine
deux semaines aprés la naissance.
Une analyse compléte de I'activité
motrice révele que la tension muscu-
laire ainsi que le poids de I'animal
sont normaux. L’origine de ce déficit
moteur est trés probablement céré-
belleuse. L’histologie du cerveau n’a
pourtant rien révélé d’anormal : au-
cune distorsion dans les diverses
couches cellulaires ni absence de cel-
lules dans le cortex cérébelleux ou
dans I’hippocampe n’ont été remar-
quées. En outre, nous avons montré,
a l'aide d’anticorps spécifiques, que
le récepteur était non seulement ab-
sent mais aussi qu’il avait été bel et

bien remplacé par la protéine de fu-
sion mGluR1 /BGal (figure 1). De plus,
nous avons pu identifier et analyser
plus précisément les tissus qui nor-
malement expriment mGluRl, a
I'aide de I’expression BGal. La enco-
re, aucune différence anatomique
n’a pu étre détectée entre une souris
de type sauvage et une souris mutan-
te homozygote.

Comme de nombreuses études ont
montré que mGluRI était fortement
exprimé dans les cellules de
Purkinje, I'analyse électrophysiolo-
gique du cortex cérébelleux a été
effectuée, principalement au niveau
des connexions entre les cellules de
Purkinje et les fibres paralléles et
grimpantes. Une fois encore, aucune
anomalie n’a pu étre détectée
concernant ’amplitude de différents
types de courants calciques ou
sodiques. De plus, nous avons pu
montrer qu'un agoniste des mGluR,
I’ACPD (aminocyclopentane-1,3-
dicarboxylate), n’avait plus d’effet
sur les cellules de Purkinje mutantes,
confirmant ainsi ’absence fonction-
nelle des récepteurs mGluRIl. Ces
résultats suggérent que les récep-
teurs mGluRl ne participent donc
pas a I'activité électrochimique de
base des synapses dans le cortex
cérébelleux. Par ailleurs, puisqu’il a
été proposé que les mGIuR étaient
impliqués dans les processus qui pré-
sident a ’apprentissage moteur, la
LTD a été analysée sur tranches de
cervelet maintenues artificiellement
en vie. Le protocole consiste a cou-
pler une stimulation de la fibre
paralléle a une dépolarisation de la
cellule de Purkinje. Une dépression
persistante du potentiel synaptique
apparait normalement au niveau de
la synapse entre les deux cellules.
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Figure 1. A et B. Mise en évidence du remplacement du géne de mGIluR1 par la B-galactosidase. L expression de
mGluR1 étant relativement forte dans les cellules de Purkinje, le test de coloration au X-Gal fait apparaitre le corps
cellulaire coloré en bleu de maniére spécifique sur cette seule couche de cellules, respectivement a faible et fort
grossissement. C : Morphologie inchangée d’une cellule de Purkinje de souris mutante, colorée a la peroxydase.

Apres analyse complete des deux
types de souris, il ressort de cette
étude qu’aucune LTD significative
n'a pu étre détectée dans le cervelet
des souris mutantes, alors qu’une
dépression forte et persistante a pu
étre induite chez les souris de type
sauvage. Ce résultat nous ameéne
donc a conclure que les récepteurs
mGIluR1 sont nécessaires a I'induc-
tion de la LTD dans le cervelet et
qu’ils jouent un roéle essentiel dans
la coordination motrice chez I'ani-
mal. Il est toutefois prématuré de
conclure que I'absence de LTD est
responsable du déficit moteur chez
les animaux mutants.

Puisqu’il a été suggéré, a lissue
d’études in vitro, que certains sous-
types de mGluR pouvaient jouer un
role dans les processus d’apprentissa-
ge et de mémorisation, nous avons
soumis les souris mutantes mGluRI-/—
au test comportemental de Morris. Il

mmmmmmm s’agit d’obliger I'animal a utiliser ses
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capacités de mémorisation spatiale
pour se sortir d’'une situation dange-
reuse. On sait que ce type de mémo-
risation requiert I'activité de I’hippo-
campe. Ce test se décompose en
deux parties afin de ne mettre en évi-
dence que I'’élément responsable de
la mémorisation spatiale. Lors du
premier exercice, les animaux sont
placés dans un bassin rempli d’eau
rendue trouble avec du lait. Quelque
part dans le bassin se trouve une pla-
teforme, placée légérement en des-
sous du niveau de I'eau et rendue re-
pérable par la souris a I'aide d'un
drapeau. Les animaux sont placés a
divers endroits du bassin et appren-
nent rapidement a trouver la plate-
forme en se dirigeant vers le dra-
peau. Les souris témoins ainsi que les
souris mutantes ont été entrainées de
lasorte et il est apparu qu’a I'issue de
trois séances, les deux groupes de
souris avaient les mémes capacités vi-
suelles associant le drapeau a la plate-

forme. En outre, on peut constater
que les souris mutantes, bien
qu’ataxiques sur support solide, se
comportent normalement dans I'eau.
Dans le deuxiéme exercice, les ani-
maux sont entrainés de la méme ma-
niére mais, cette fois-ci, le drapeau a
été retiré de la plate-forme. De plus,
on place sur les murs de la piéce des
reperes visuels. I1 n’y a donc plus
d’association directe entre la plate-
forme et un indice visuel. La souris
doit faire un effort d’abstraction afin
d’imaginer la localisation de la plate-
forme en fonction d’indices indi-
rects. Cet apprentissage spatial est di-
rectement imputable a D'activité de
mémorisation de I’hippocampe. Au
cours de ce deuxiéme exercice, les
souris mutantes mGluRI-/- n’ont
jamais été capables de localiser la
plate-forme, alors que les souris té-
moins, comme pour le premier exer-
cice, apprirent rapidement cette
tache. On peut conclure de ces deux
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Figure 2. A. Absence de LTP dans les
fibres moussues (mf) chez les souris
mutantes (cercles vides), et des sou-
ris de type sauvage (cercles rouges).
Représentation du pourcentage de
mfLTP en fonction du temps (min).
L’amplitude de la mfLTP est considé-
rée comme 100 % avant stimulation
représentée par la fleche (100 Hz,
1s). Les barres de calibration sont:
0,25 mV en ordonnée et 5 ms en abs-
cisse. La superposition des courbes 1
et 2 représente I'amplitude relative
de la potentiation, respectivement
avant et aprés stimulation,; on obser-
ve une différence significative entre
1 et 2 chez les souris de type sauva-
ge alors qu’aucune différence n’est
visible chez les souris mutantes.
B. Test d’'apprentissage représentant
la capacité des souris mutantes
{cercles vides) et témoins (cercles
pleins) a trouver la plate-forme. Au-
cune amélioration dans la perfor-
mance n’a été détectée chez les sou-
ris mutantes.
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Figure 3. Représentation schématique des mécanismes d’action induisant la
LTD dans le cervelet (A) et la LTP dans les fibres moussues de I'hippocampe
(B). Les couplages se font avec deux protéines G différentes (G1 et G2) selon
le tissu. Le second messager est, soit le couple diacylglycérol /inositol tris-

phosphate (DAG / IP3), issu de I'activation de la phospholipase C (PLC), soit

I'AMPec, issu de I'activation de I’adénylyl cyclase (Ac). La deuxiéme partie de
la cascade d’activation met en ceuvre deux protéine kinases : C (PKC) pour la
LTD et A (PKA) pour la mfLTP. PIP2 : phosphatidyl inositol bisphosphate.

tests que les souris mutantes n’ont
pas de déficits visuels et sont capables
d’associer un indice direct avec I'ob-
jectif final. En revanche, elles sont in-
capables d’intégrer et de mémoriser
de nouvelles informations qui requie-
rent un effort d’abstraction.

Pour compléter cette étude, il était
logique d’analyser la LTP de ces sou-
ris mutantes afin d’établir s’il existe
une corrélation entre ’apprentissage
spatial et ce modéle électrophysiolo-
gique de mémorisation dans I’hippo-
campe (m/s n° 1, vol. 7, p. 80). Ainsi,
aprés avoir vérifié que les différentes
connexions synaptiques des trois fais-
ceaux majeurs de I’hippocampe
étaient intactes et fonctionnelles,
nous avons procédé a I'étude de la
LTP dans cinq zones différentes de
I’hippocampe. Il ressort de cette étu-
de que seule la LTP analysée au ni-
veau des fibres moussues de la région
CA3 (mfLTP) n’a pu étre induite
chez les souris mutantes. Toutes les

autres formes de LTP connues, en
particulier celle habituellement étu-
diée dans la région CAl de I’hippo-
campe, sont intactes. On peut donc
établir un lien entre l'absence de
mfLTP et I'incapacité de mémorisa-
tion spatiale des souris mutantes
mGluRI-/- (figure 2).

En conclusion, il peut sembler sur-
prenant que l'absence d’un seul ré-
cepteur soit a I'origine d’un tel défi-
cit moteur sans qu’il y ait la moindre
anomalie anatomique chez I’animal
analysé dans son ensemble. Ce phé-
notype étant probablement d’origine
cérébelleuse et mGluR1 étant forte-
ment exprimé dans les cellules de
Purkinje, il est donc raisonnable
d’envisager que les récepteurs mGIuR1
représentent un facteur clé dans le
role régulateur de la fonction motri-
ce exercée par les cellules de Purkin-
je au sein du cortex cérébelleux. De
plus, a ces fonctions modulatrices, on
peut ajouter a présent, au niveau
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synaptique, la dépression a long ter-
me. Cela nous a permis de valider
pour la premiére fois, au niveau phy-
siologique, le modéle que constitue
la LTD dans le cervelet.

Par ailleurs, I’étude comportementa-
le de ces souris mutantes a définiti-
vement apporté la preuve que les
mGluR en général et mGluRl en
particulier étaient impliqués dans les
processus de mémorisation et
d’apprentissage. A ce propos, il a été
récemment montré, a l'aide d’anta-
gonistes, que mGIuR2 était respon-
sable de la mémoire olfactive chez le
rat. Le fait que la mfLTP soit absen-
te chez les souris mutantes apporte
un élément supplémentaire d’infor-
mation concernant la région de
I’hippocampe responsable de
I’apprentissage spatial. Il est a noter,

en outre, que les deux types de ren-
forcement synaptique que sont la
LTD dans le cervelet et la mfLTP
dans I’hippocampe sont induits
selon un mécanisme indépendant de
'activation des récepteurs sensibles
au NMDA, alors que les autres types
de LTP impliquent I'activation de
ces mémes récepteurs (figure 3). Cela
pourrait suggérer un processus géné-
ral d’association avec les récepteurs
sensibles au NMDA impliquant un
autre sous-type de mGluR tel que
mGluRb. Cette hypotheése sur le réle
de mGIluRl1 dans la plasticité synap-
tique nous amene donc a penser
que ce récepteur serait phylogénéti-
quement plus primitif que mGIluRb5
qui ne fonctionnerait, quant a lui,
que selon un mode associatif.
MGIuR1 serait alors le récepteur res-

ponsable de la plasticité homosynap-
tique, que 'on a décrit comme étant
responsable du processus d’appren-
tissage chez d’autres espéces ani-
males telles que la mouche ou cer-
tains mollusques.
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EENE Polyadénylation du messager:
de la drosophile a ’homme. Nous
sommes loin de connaitre toutes les
étapes nécessaires et tous les fac-
teurs impliqués dans la maturation
des précurseurs des ARN messagers.
Dans un article paru récemment
dans Nature, Takagaki et Manley
(New York, USA) identifient diffé-
rents partenaires protéiques néces-
saires au clivage du prémessager sui-
vi de sa polyadénylation. L’un
d’entre eux est le cleavage stimulating
Sactor (CstF), composé de trois sous-
unités de 50, 64 et 77 kDa. L’ADNc
de la sous-unité 77 kDa humaine,
dont le roéle est d’établir un pont
entre les deux autres sous-unités, a
été cloné. L’analyse de sa séquence
montre que cette sous-unité est ho-
mologue de la protéine codée par le
gene suppressor of forked (Su(f)) chez
Drosophila melanogaster. Su(f) est un
exemple de génes dits modifica-
teurs. Ces derniéres années, chez
Drosophila melanogaster, 1'identifica-
tion de tels génes impliqués dans les
fonctions de base de la cellule a été
menée en étudiant les conséquences
de leur mutation sur I'expression de

génes rapporteurs indépendants.
L’approche a été la suivante : il exis-
te de nombreux alleles hypo-
morphes dus a Il'insertion d’élé-
ments transposables qui apportent
avec eux de nouveaux signaux
d’épissage ou de polyadénylation re-
connus par la machinerie cellulaire
de I'héte. Si une mutation touche
I'un des geénes modificateurs sous le
contrdle desquels s’est établie I'ex-
pression du géne muté par [I'élé-
ment transposable, alors I'expres-
sion de ce dernier est modifiée et,
par voie de conséquence, le phéno-
type de I'individu. Ainsi, en contexte
Su(f) sauvage, le geéne forked, muté
par l'insertion d’'un élément trans-
posable nommé Gypsy, confére a la
drosophile des soies fourchues. Ce
phénotype mutant disparait en
contexte Su(f) muté. Avec la mise en
évidence du roéle joué par la protéi-
ne codée par Su(f), Takagaki et Man-
ley montrent que, au-dela du phéno-
meéne de transcription, les différents
événements conduisant a la matura-
tion de 'ARN, tels que la polyadény-
lation ou I'épissage, jouent un rdle
important dans la régulation de I’ex-

pression génique. Ce travail suscite
plusieurs remarques : (1) les méca-
nismes conduisant a la maturation des
messagers sont treés conservés de la
drosophile a I'homme; (2)l'isole-
ment des facteurs et des genes
controlant de telles fonctions cellu-
laires pourrait, par conséquent, per-
mettre de comprendre les méca-
nismes moléculaires mis en jeu lors
de la dérégulation d’un géne produi-
te par l'insertion de novo d’'un élé-
ment transposable chez I’homme, si-
tuation dont on sait aujourd’hui
qu'elle se rencontre dans certaines
maladies humaines (m/s n°2, vol. 8,
p.169); (3) a terme, cela pourrait
aboutir a fournir des outils pour
comprendre des situations patholo-
giques jusque-la inexplorées ; (4) la
connaissance du role des produits de
geénes modificateurs identifiés chez
la drosophile pourrait étre a I'origi-
ne d’'un chapitre nouveau de «mo-
dulation génétique a visée thérapeu-
tique ».

[Takagaki Y, Manley JL. Nature
1994 ; 372 : 471-4.]
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