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Neurobiologie
et mutagenese
ctblée in vivo

Les processus
neurobiologiques sont d’une
telle complexité a l’échelle de
lorganisme entier que le
role physiologique des
différents systémes est bien
difficile a prévoir a partir
des seules études
moléculaires, physiologiques
ou pharmacologiques. C’est
dire que linactivation ou la
modification ciblée des genes
codant pour les protéines
étudiées est peut-étre
aujourd’hui une étape
encore plus importante en
neurobiologie que dans les
autres disciplines ; les
exemples en sont abondants
dans m/s de ces deux
dernieres années. Ainsi,
Uinactivation du
transporteur de la
dopamine, molécule
essentielle de la régulation
des signaux
dopaminergiques, permet-
elle de bien mettre en
évidence l'importance de la
plasticité des systémes de
neurotransmission, mais
aussi ses limites. 1l faudra
probablement attendre le
résultat de telles expériences
pour parfaitement
comprendre le role respectif
des deux somatostatines
aujourd’hui caractérisées, et
pour étre assuré que le
nouveau récepteur NPY
identifié est bien celui qui
relaie les effets stimulants de
ce neuropeptide sur
lappétit.
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Le transporteur neuronal
de la dopamine : de la protéine
a la fonction

La dopamine est impliquée
dans le fonctionnement normal
et pathologique du cerveau

Dans le systéme nerveux central, la
transmission dopaminergique agit en
réglant I'activité de certaines fonc-
tions supérieures. Deux de ces fonc-
tions sont particuliéerement bien
connues car leurs perturbations don-
nent lieu a des troubles du fonction-
nement cérébral, conduisant a des
maladies neurologiques ou psychia-
triques pour lesquelles de gros efforts
de recherche ont été engagés depuis
plus de trente années. Ces deux fonc-
tions sont portées par des voies ner-
veuses ayant leur origine dans les
noyaux a plus forte densité en corps
cellulaires dopaminergiques. Ainsi,
la régulation de I'activité motrice est
majoritairement portée par la voie
dopaminergique ayant son origine
dans la partie compacte de la sub-
stance noire (SNC), et se projetant
dans le striatum dorsal [1]. Ce sont
ces neurones dopaminergiques dont
la dégénérescence est la cause prin-
cipale de I’apparition des symp-
tomes de la maladie de Parkinson,
observation qui, des les années 60
[2], avait conduit O. Hornykiewicz a
proposer une thérapeutique substi-
tutive en fournissant aux malades la
L-DOPA, le précurseur direct de la
dopamine, afin de suppléer au déficit
de ce neurotransmetteur [3]. Quant
aux neurones dopaminergiques
contenus dans I'aire tegmentale ven-
trale (ATV), ils vont principalement
se projeter dans la partie ventrale du
striatum (n. accumbens et tubercules
olfactifs) et le cortex frontal. Ces fais-
ceaux méso-limbique et méso-cortical
reglent les fonctions cognitives et
affectives, qui sont perturbées dans

des troubles psychiatriques tels que la
schizophrénie et la toxicomanie.
L’implication possible de la transmis-
sion dopaminergique dans la schizo-
phrénie découle de I’observation
empirique de D’efficacité des neuro-
leptiques dans I’amélioration des
symptomes positifs de cette maladie
[4]. En effet, alors que le premier
neuroleptique, la chlorpromazine,
est apparu dans les années 1950 [5],
ce n’est que 20 ans plus tard que sa
cible pharmacologique dans le cer-
veau a été caractérisée comme étant
le récepteur dopaminergique D2 [6].
Avec I’explosion du clonage des
geénes codant pour les sous-types de
récepteurs dopaminergiques, il appa-
rait que tous les neuroleptiques ont
en commun la capacité de bloquer
dans le cerveau I'activité des récep-
teurs D2, D3 et D4, appartenant a la
famille du récepteur D2 [7].

Quant a la toxicomanie, il a été
démontré qu'une augmentation de
I’activité des neurones dopaminer-
giques de la voie méso-limbique est
un mécanisme commun mis en jeu
lors de I'administration de drogues
addictives telles que les psychostimu-
lants (cocaine, amphétamine), les
opiacés (morphine, héroine), I’alcool
ou la nicotine [8], et que I'activation
de cette voie est impliquée dans des
mécanismes de récompense qui
conduisent au renforcement de
I'usage [9, 10]. Cependant, les moda-
lités d’actions de la dopamine ne
sont pas encore pleinement com-
prises lors de ces phénomenes.

La dopamine est
un neuromodulateur

Si la dopamine est considérée

comme un neuromodulateur, c’est o
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Figure 1. Représentation schématique du transporteur de la dopamine. Le
transporteur dopaminergique humain comporte 620acides aminés, repre-
sentés par des cercles. Les parties amino- (NH,) et carboxy- (COOH) termi-
nales sont situés a l'intérieur de la cellule (compartiment intracellulaire),
cette topologie étant la conséquence: (1) de I'absence de peptide signal et (2)
de la présence potentielle de 12 domaines transmembranaires déterminés
d’apres le calcul de I'hydrophobicité des résidus. Il existe trois sites poten-
tiels de glycosylation, tous localisés dans la deuxiéme boucle extracytoplas-
mique. Il'y a trois sites consensus de phosphorylation pour la protéine kinase
A (PKA), et deux pour la protéine kinase C (PKC). Le transporteur de la dopa-
mine est divisé en quatre cassettes, d’apres les transporteurs chimériques
qui ont été obtenus. Les difféerents domaines délimités par les relations
« structure-activité » sont séparés par des lignes pointillées, et les fonctions

qui leur sont affectées sont spécifiées.

parce qu’elle agit par 'intermédiaire
de récepteurs a sept domaines mem-
branaires couplés aux protéines G,
contrairement a d’autres molécules
neuroactives comme les acides ami-
nés excitateurs (glutamate, aspar-
tate), ou inhibiteurs (glycine, GABA),
qui agissent en activant des récep-
teurs canaux avec pour conséquence
immédiate un changement de poten-
tiel membranaire. Alors que ces
récepteurs canaux se désensibilisent
trés rapidement (de la ms a la
dizaine de ms), souvent par I'action
du ligand lui-méme, la transmission
dopaminergique (qui peut durer
quelques centaines de millisecondes)
se termine par une disparition phy-
sique du neurotransmetteur de
I’espace synaptique, grace a un méca-
nisme de recapture. Cette recapture
est assurée par une protéine mem-

branaire, le transporteur de la dopa-
mine (TDA), dont Iexistence est
connue depuis les années 1960 [11-
13]. L’activité du TDA avait pu étre
mise en évidence, d’abord sur coupes
de cerveaux, puis sur des prépara-
tions de synaptosomes, grace a la dis-
ponibilité de dopamine radiomar-
quée, permettant ainsi de détecter
son accumulation dans les terminai-
sons nerveuses [14]. Les trois amines
biogénes (dopamine, noradrénaline
et sérotonine) possedent chacune un
transporteur spécifique, cette spécifi-
cité étant d’ailleurs déterminée
davantage par leur localisation que
par la nature de leur substrat. L’éner-
gie utilisée par ces transporteurs
pour la translocation du neuromédia-
teur est le gradient transmembra-
naire de Na*. Dans les neurones, la
pompe Na*/K*-ATPase établit la

concentration intracellulaire du Na*
a b mM, et la concentration extracel-
lulaire a 120 mM. Pour entrer dans la
cellule en suivant la loi d’action de
masse, le Na* va utiliser le transpor-
teur, qui va tirer partie de cette éner-
gie pour co-transporter une molécule
de substrat. Ce transport étant égale-
ment sensible a la concentration des
ions CI7, il est appelé transport
dépendant de Na*/Cl. Des études
biochimiques et pharmacologiques
ont montré depuis longtemps que les
transporteurs de la dopamine, de la
noradrénaline et de la sérotonine, et
également ceux du GABA, de la gly-
cine et de la choline appartiennent a
la méme famille. Il existe d’autres
familles de transporteurs, comme
celle des transporteurs neuronaux
dépendants de Na*/K* (glutamate,
aspartate), et celle des transporteurs
vésiculaires dépendants de H~
(amines).

Les transporteurs neuronaux sont
responsables (avec les enzymes de
dégradation) du contréole de la
concentration synaptique du neuro-
transmetteur aprés sa libération, et
donc de 'amplitude et de la durée
de la transmission. Etant donné leur
role clé a la synapse, ils sont la cible
de psychotropes extrémement actifs.
Les deux exemples les plus mar-
quants sont les psychostimulants
(cocaine, amphétamine) qui blo-
quent avec a peu pres la méme affi-
nité les trois transporteurs aminer-
giques, et certains antidépresseurs,
comme les antidépresseurs tricy-
cliques [15], qui bloquent les trans-
porteurs de la noradrénaline (NA) et
de la sérotonine (5-HT) avec une
meilleure affinité que le TDA. Enfin,
les SSRI comme la fluoxétine (Pro-
zac®) bloquent de maniére spécifique
le transporteur de la 5-HT.

Caractérisation moléculaire
du transporteur neuronal
de la dopamine

Le clonage de 'ADNc d’un transpor-
teur du GABA apres sa purification
par le groupe de B. Kanner en 1990
[16], et celui d'un transporteur de la
NA par des techniques d’expression
par le groupe de S. Amara en 1991
[17], permit de réaliser que ces deux
transporteurs dépendants de Na*/Cl
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possédent non seulement une forte
similitude structurale, mais égale-
ment une identité de plus de 30 % de
leurs structures primaires. En utili-
sant des techniques d’amplification
par PCR, ou de criblage de banques
d’ADNc a faible stringence, tirant
avantage de cette homologie, le TDA
a été rapidement cloné et caractérisé
chez le rat [18-20], le beeuf [21] et
I’'homme [22]. Dans le méme temps,
a l'exception du transporteur de la
choline, la plupart des transporteurs
de cette famille ont vu leurs ADNc
étre clonés (sous-types pour le GABA,
5-HT, glycine), méme certains
comme ceux de la proline, de la tau-
rine, de la bétaine et de la créatine
dont I’existence méme était mal défi-
nie (pour revue, voir [23-25]).
Comme les autres membres de cette
famille, le TDA est organisé en
12 domaines transmembranaires
(TM) définis d’aprés I'analyse du
profil d’hydrophobicité. Les parties
amino- et carboxyterminales sont
situées dans le compartiment cyto-
plasmique, et il existe une longue
boucle extracytoplasmique entre le
troisitme et le quatrieme domaine
TM (figure I). Le TDA humain com-
porte 620acides aminés, trois sites
putatifs de glycosylation sur la longue
boucle extracytoplasmique, et 3 sites
consensus pour la PKA et 2sites
consensus pour la PKC dans les
domaines intracytoplasmiques [24].
Le TDA humain posséde 98 %
d’identité avec celui de rat, et son
profil pharmacologique pour diffé-
rents inhibiteurs déterminé apres
expression dans des cellules euca-
ryotes en est extrémement proche
[22]. La seule différence observée
entre le TDA recombinant et le trans-
porteur natif étudié dans des prépa-
rations de synaptosomes de rat est la
perte d’affinité d’environ dix fois (de
200 nM a 2uM) pour la dopamine
[26], pour laquelle il n’y a pas
encore d’explication a I'heure
actuelle.

Le gene codant pour le TDA humain
est localisé sur le chromosome 5
[22]. Etant donné I'importance de la
transmission dopaminergique dans
I’étiologie de certaines maladies psy-
chiatriques, on a recherché si le gene
du TDA était lié, ou associé, a cer-
taines d’entre elles. Jusqu’a présent,
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rien n’a pu étre mis en évidence dans
le cas de la schizophrénie [27-30],
mais une étude récente, qui
demande confirmation, semble mon-
trer une association entre un allele
du géne avec le syndrome d’hyperac-
tivité (attention deficit disorder) chez les
enfants [31].

Les transporteurs ont
différents domaines fonctionnels

En utilisant le fort degré d’analo-
gie (78 %) entre les transporteurs
humains pour la dopamine et la
noradrénaline, il a été possible pour
la premieére fois de construire une
série de transporteurs chimériques
permettant d’étudier les relations
«structure-activité » entre les diffé-
rents domaines et les caractéristiques
fonctionnelles du transport. Bien évi-
demment le transporteur doit rester
entier pour fonctionner correcte-
ment, et des délétions de domaines
transmembranaires, ou encore de
parties des boucles intermembra-
naires, ont pour résultats de
conduire a un transporteur inactif
(B. Giros, résultats non publiés). 1l
n’en reste pas moins que grace a ces
chimeres, il est maintenant possible
de diviser grossiérement le transpor-
teur en trois domaines fonctionnels
(figure 1). La partie amino-terminale,
jusqu’au cinquieme domaine TM, est
responsable des mécanismes de
recapture de la DA et de la dépen-
dance aux ions [32, 33], alors que la
partie carboxy-terminale semble plu-
tot impliquée dans la stéréospécifi-
cité¢ pour les inhibiteurs, et la forte
affinité pour les substrats [32, 33].
Quant a elle, la partie centrale du
transporteur (TM 6 a 8) semble por-
ter les déterminants de la liaison a
forte affinité pour les antidépres-
seurs de la classe des tricycliques
(désipramine, amitriptyline), égale-
ment pour la  cocaine [33]. Cette
étude des relations structure-activité
pour les transporteurs des amines
biogénes doit maintenant étre préci-
sée par une approche plus fine de
mutagenese dirigée, ce qui devrait a
moyen terme nous apporter des
informations importantes permet-
tant un développement rationnel de
nouveaux inhibiteurs de recapture
plus spécifiques.

Suppression
du transporteur neuronal
de la DA chez la souris

Plus récemment, et dans le but de
mieux connaitre le role et la fonction
du TDA, nous avons développé un
modele de souris [34] dans lequel ce
transporteur a été supprimé par
manipulation génétique (recombinai-
son homologue in vivo). Ces souris
devaient, en particulier, nous per-
mettre de mieux comprendre le role
de la transmission dopaminergique
dans le controle des fonctions ou elle
intervient.

D’un point de vue général, les ani-
maux TDA " sont inférieurs en taille
et en poids d’environ 30 % comparés
aux animaux «sauvages». Ils sont
également tres fragiles précocement
puisque 30 % des souris TDA7" ne
survivent pas au-dela des 10 pre-
mieres semaines aprés la naissance.
Ces deux particularités pourraient
étre directement liées a I’hyperacti-
vité de ces souris (voir ci-dessous), ou
bien encore étre une conséquence
des changements de libération des
hormones hypophysaires sous le
controle de la dopamine (hormone
de croissance et prolactine).

D’un point de vue biochimique et
anatomique, nous avons mesuré in
situ les taux d’ARNm codant pour
des protéines dont on sait qu’elles
sont directement impliquées dans
la transmission dopaminergique
(récepteurs, enzymes...), ou bien
sous son controle direct (neuropep-
tides). Pour certaines protéines syn-
thétisées au niveau des voies nigro-
striée et méso-limbique, nous
observons une diminution tres
importante de la transcription. Ainsi,
pour les récepteurs D1 post-synap-
tiques et les D2 pré- et post-synap-
tiques dans le striatum, il y a une
baisse de 50 % du niveau de produc-
tion, ce qui n’avait encore jamais été
obtenu par une manipulation phar-
macologique, lésionnelle ou compor-
tementale chez I'animal d’expé-
rience [35]. La diminution de
concentration des ARNm spécifiques
est accompagnée d’une réduction de
la synthése des protéines correspon-
dantes, mesurée par un dosage direct
des récepteurs (par techniques de

radioliaison). Nous avons également
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Figure 2. Conséquences moléculaires du knock-out du transporteur dopami-
nergique. La représentation de la synapse normale integre les résultats obte-
nus en mesurant les niveaux d’expression des ARNm dans le VMB (sub-
stance noire et aire tegmentale ventrale) ot sont situés les corps cellulaires
dopaminergiques (élément présynaptique), et dans le striatum ou sont
situées les cellules dopaminoceptives (€lément post-synaptique). Les
niveaux d’expression de la tyrosine hydroxylase, des récepteurs D1 et D2, de
la substance P, de la proenképhaline et de la prodynorphine ont été mesurés
par hybridation in situ quantitative. Les quantités de dopamine cytoplas-
mique ont été déterminées par HPLC et détection électrochimique. Les quan-
tités de dopamine dans I'espace synaptique ont été mesurées par polarogra-
phie sur coupes de tissus, apres stimulation électrique. Pour les animaux
DAT(-/-), les différents éléments de la synapse «hyperdopaminergique »
(dont les niveaux d’expression sont modifiés) sont indiqués par un change-
ment de la taille de leur représentation (voir texte pour les chiffres exacts).
AADC : décarboxylase des acides aminés aromatiques,; D1, D2: récepteurs
D1 et D2 de la dopamine,; DA : dopamine,; TDA : transporteur de la dopa-
mine ; Dyn : pré-prodynorphine; PPA: pré-proenképhaline; SP: substance P,
TH : tyrosine hydroxylase; tyr : tyrosine.

observé une diminution d’environ
75 % des taux d’ARNm de la pré-
proenképhaline (PPA), dont la trans-
cription du gene est sous le controle
inhibiteur des récepteurs D2 [35,
36]. En revanche, alors que les génes
codant pour la pré-prosubstance P
(SP) et la pré-prodynorphine (dyn)
sont tous les deux sous le controle
activateur des récepteurs D1 35, 37],
nous avons observé une augmenta-
tion (50%) des taux d’ARNm de la
dyn seulement, ce quiindique proba-
blement des mécanismes de régula-
tion différents pour ces deux précur-

I seurs.
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Enfin, nous avons observé une dimi-
nution extrémement importante de
la tyrosine hydroxylase (TH) qui est
I'enzyme limitante de la voie de syn-
these des catécholamines. Quantifiée
par une technique de Western blot a
I'aide d’un anticorps spécifique, cette
baisse est d’environ 90 % aussi bien
dans les régions des corps cellulaires
(SNC, VTA) que dans les zones de
projections (striatum, noyau accum-
bens). Par immunohistochimie, nous
avons vérifié que cette baisse était la
conséquence d’une diminution de
concentration de la TH dans toutes
les cellules, et non pas une diminu-

tion du nombre de cellules dopami-
nergiques. De maniére paradoxale,
les quantités d’ARNm de la TH ne
sont diminuées que de 10% a 20 %
(M. Jaber, communication person-
nelle), ce qui semblerait indiquer
que la diminution de la protéine
serait la conséquence, soit d’une
baisse de la traduction, soit d’une
augmentation de sa dégradation.
Des expériences de voltamétrie sur
coupes de striatum nous ont permis
de constater qu’apres sa libération
synaptique, la dopamine restait au
moins 100 fois plus longtemps a la
synapse chez les animaux TDA -~ que
chez les témoins. En fait, elle n’en
disparait que par un mécanisme de
diffusion passive. Ce phénomene est
directement lié a la suppression du
TDA, et constitue le phénotype
majeur des souris knock-out. Sans
transporteur, la dopamine va impré-
gner ses cibles biologiques beaucoup
plus longtemps, avec les consé-
quences biochimiques décrites précé-
demment.

Considérés dans leur ensemble
(figure 2), ces résultats indiquent qu’a
la suite de la disparition du TDA, il y
a une adaptation a 'extréme du sys-
tétme de neurotransmission dopami-
nergique. L.’ensemble du systéeme
tend a compenser I'exces de dopa-
mine synaptique par une diminution
a la fois des récepteurs pré- et post-
synaptiques, mais également par une
diminution de plus de 10 fois de
I’enzyme de synthese. La plasticité
qui est observée va bien au-dela de
tout ce qui a été mis en évidence
jusqu’alors; elle nous indique proba-
blement quelles sont les limites de
I’adaptabilité du systtme de neuro-
transmission dopaminergique. Il est
également intéressant de noter que
les animaux hétérozygotes présen-
tent de maniere significative des taux
d’expression intermédiaires entre les
animaux sauvages et les animaux
knock-out TDA--, ce qui démontre
une graduation et une progression
dans la plasticité du systeme dopami-
nergique.

Sans transporteur,
les souris sont hyperactives

[’étape suivante de I’analyse de ces
animaux était ’étude comportemen-
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Figure 3. Conséquences comportementales de l'invalidation homozygote du
géne du transporteur de la dopamine. Les souris naives sont introduites
dans un actimetre qui comprend une cellule photoélectrique dans chaque
axe horizontal, et leur activité locomotrice est mesurée par le nombre de rup-
tures du faisceau. Les souris sont d’abord habituées a leur nouvel environ-
nement pendant deux heures, puis sont injectées par voie intrapéritonéale
(i.p.) avec une solution saline (A), de la cocaine (40 mg/kg) (B) ou de la D-
amphétamine (10 mg/kg) (C). *P<0,001, valeurs des TDA - comparées aux
valeurs du groupe témoin **P< 0,001, comparés aux valeurs avant injection.

10-12 animaux par groupe.

tale, la question étant de savoir si les
mécanismes de compensation mis en
place allaient ou non étre suffisants
pour masquer I’absence du transpor-
teur de la dopamine. S’il était logique
d’attendre une augmentation de la
motricité chez ces animaux, 'ampli-
tude de I’activité spontanée observée
(figure 3) est extrémement impor-
tante. Les animaux TDDA~/- présentent
une activité de 5 a 6 fois supérieure a
celle des animaux témoins TDA*/* ou
hétérozygotes TDA*/~, et ce aussi bien
durant la période diurne que noc-
turne. Nous avons également pu véri-
fier ’absence d’effet de la cocaine et
de I'amphétamine, ce qui constitue
la premiere preuve formelle du role
du transporteur dopaminergique
dans I’effet hyperlocomoteur, a
I’exclusion donc des transporteurs de
la sérotonine et de la noradrénaline
(qui sont pourtant également la cible
de ces psychostimulants). Nous
n’avons, en revanche, pas observé de
stéréotypies, comme spontanément
apres l'injection de psychostimu-
lants; cette observation était quelque
peu surprenante pour l’amphéta-
mine, étant donné son action stimu-
lante sur la libération de dopamine.
En fait, des expériences de voltamé-
trie nous ont permis de montrer que
I’amphétamine utilise le transporteur
«a l’envers» pour libérer la dopa-
mine dans la synapse, et que ce méca-
nisme devient, bien shr, impossible
chez les souris TDA~- [34].

Ces animaux «hyperdopaminer-
giques » représentent un modele tout
a fait unique. Au-dela de ce qu’ils
nous ont déja appris sur la plasticité
du systeme de transmission dopami-
nergique et sur ’effet direct des psy-
chostimulants, deux voies de
recherche tout a fait fascinantes sont
a exploiter maintenant.

D’une part, il est tentant de faire un
paralléele entre les symptomes pro-

ductifs observés chez les patients schi-
zophrenes [4] et «’hyperdopaminer-
gie» mise en évidence chez les ani-
maux TDA /-, Des expériences
préliminaires nous ont permis de
montrer que I’hyperlocomotion des
souris TDA~~ pouvait étre prévenue
pendant plusieurs heures par ’admi-
nistration d’une seule dose de halo-
péridol (Haldol®). Ces souris
devraient donc représenter un excel-
lent modele pour une meilleure
compréhension des mécanismes
d’action des neuroleptiques, mais
également offrir les moyens de com-
parer I’effet des neuroleptiques
typiques et atypiques, c’est-a-dire des
médicaments antipsychotiques qui
entrainent, ou n’entrainent pas,
I’apparition de symptomes extrapyra-
midaux (voir discussion dans [7]).
D’autre part, ces animaux « hyperdo-
paminergiques » offrent la possibilité,
jusqu’alors inexistante, d’étudier, par
une approche nouvelle et originale,
le role de la dopamine dans une
fonction supérieure intégrée qui est
I’élaboration des circuits de motiva-
tions, et plus exactement les méca-
nismes de récompense et de renfor-
cement positif [9, 10]. Si, en effet, il
est connu depuis longtemps que le
mécanisme commun qui suit I’admi-
nistration de drogues comme la
cocaine, la morphine, I’éthanol, ou
encore la nicotine, est la libération
de dopamine dans I’écorce du noyau
accumbens [8], en revanche, les
tenants et les aboutissants de ce phé-
nomene sont encore mal définis. Le
modele des souris TDA -~ devrait per-
mettre, par comparaison avec des
souris normales, de mieux com-
prendre le role précis de la dopa-
mine dans les mécanismes molécu-
laires et cellulaires qui sous-tendent
la dépendance aux drogues, et donc
de proposer a terme des stratégies
thérapeutiques alternatives M
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