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RESUME

La dépendance aux drogues d’abus, comme I’amphétamine, est associée a
plusieurs adaptations dans le systéme nerveux central, comme par exemple la
sensibilisation comportementale. La sensibilisation représente une plus grande
réponse de 'organisme aux effets psychomoteurs de la drogue. Ces effets impliquent
I’action de la drogue dans la région de I’aire tegmentaire ventrale (ATV) dans le
cerveau ou sont situés les neurones dopaminergiques (DAergiques). Des études in
vivo ont suggéré que la sensibilisation a I’amphétamine nécessite ’expression du
basic fibroblast growth factor (bFGF) par les astrocytes du mésencéphale. Le rdle et
la fonction du bFGF astrocytaire dans le mésencéphale ainsi que son implication dans
la plasticité des neurones DAergiques ne sont pour I’instant pas trés bien compris.
Afin d’éclaircir ce point, nous avons utilisé un modeéle de culture cellulaire contenant
des astrocytes et des neurones DAergiques provenant du mésencéphale de rat. Nos
résultats montrent que la majorité des astrocytes en culture expriment le bFGF de
fagon nucléaire. Malgré cette expression importante, le bFGF ne semble pas étre
sécreté. Par ailleurs, nous avons observé que 1’ajout de bFGF exogéne favorise la
fonction synaptique des neurones DAergiques malgré une faible baisse du nombre de
synapses. La mise au point d’une technique d’interférence a I’ARN (siRNA) contre le
bFGF, nous a permis de diminuer son expression endogéne dans les astrocytes. Suite
aux traitements avec le siRNA contre le bFGF nous avons noté une diminution de la
fonction synaptique des neurones DAergiques sans aucun changement dans le
developpement synaptique. En conclusion, nos travaux suggerent que I’expression du

bFGF nucléaire dans les astrocytes est susceptible d’influencer la fonction des



v
neurones dopaminergiques par l'intermédiaire d’interactions gliales-neuronales

indirectes qui ne nécessitent pas la sécrétion de ce facteur de croissance.

Mots-clés : Astrocytes, bFGF, développement synaptique, libération de dopamine



ABSTRACT

Drugs of abuse like amphetamine (AMPH) cause a number of adaptations in the
central nervous system. For example, behavioural sensitization to AMPH results in a
greater response of organisms to the psychomotor effects of the drug. These effects
require action of the drugs in the ventral tegmental area in the brain where DA
neurons are located. In vivo studies suggest that AMPH sensitization requires
enhanced expression of basic fibroblast growth factor (bFGF) in midbrain astrocytes.
The exact role and function of astrocytic bFGF in the mesencephalon and the link
between its enhanced expression and long-term plasticity in DA neurons is unclear.
To address these questions we used a cell-culture model of rat mesencephalic
astrocytes and DA neurons. Our results show that the majority of mesencephalic
astrocytes in culture express bFGF at a nuclear level. In spite of this important
expression, bFGF does not appear to be secreted. Moreover, exogenous bFGF
enhances synaptic function without increasing their development. Next, we developed
a RNA interference (siRNA) strategy to decrease endogenous bFGF mRNA levels.
Treatment with siRNA against bFGF caused a reduction in DA release but produced
no change in synaptic development. In summary, our results show that expression of
nuclear bFGF in astrocytes is likely to influence the function of DAergic neurons
indirectly though glial-neuronal interactions that do not require secretion of this

peptide.

Keywords: astrocytes, bFGF, synapse formation, dopamine release
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1. Le systéeme dopaminergique

1.1 Métabolisme de la dopamine

La famille des catécholamines, aussi nommeées amines biogénes, comprend la
dopamine, la noradrénaline et 1’adrénaline. Ces transmetteurs sont synthétisés a partir de
I’acide aminé tyrosine (Schwartz, 1991) (figure 1.0). La voie de biosynthése de ces
neurotransmetteurs implique cinq enzymes. D’abord, la L-tyrosine atteint le neurone via
la circulation sanguine et est convertiec en L-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) via
I’action de la tyrosine hydroxylase (TH). Par la suite, la L-DOPA décarboxylase permet
la production de dopamine. La dopamine B-hydroxylase convertit la dopamine en
noradrénaline et I’enzyme phényléthanolamine N-méthyl transférase convertit la

noradrénaline en adrénaline

C’est en 1958 que Carlsson et al. (Carlsson A. et al, 1958) suggérent que la 3-
hydroxytyramine (dopamine) ne soit pas qu’une simple étape dans la biosynthése de la

noradrénaline et de I’adrénaline, mais un transmetteur & part entiére.



Figure 1.0 Voies de synthese des catécholamines
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Suite & sa libération, la dopamine peut &tre soit dégradée ou recapturée. La

dégradation produit trois métabolites: la 3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPAC),

’acide homovanillic (HVA) et le 3-méthoxytyramine (3-MT) (figure 1.1). La

dopamine intracellulaire est convertie en DOPAC par la monoamine oxydase (MAO).

Le DOPAC est apte a diffuser a I’extérieur du neurone pour étre éliminé du cerveau

ou pris en charge par la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) qui le converti en



HVA. Finalement, cette méme enzyme, la COMT, peut également métaboliser la
dopamine en 3-MT. Quoique éliminé rapidement du cerveau la DOPAC et le HVA
sont couramment utilisés comme indicateur de la synthése (catabolisme) de
dopamine. Le 3-MT, quant a lui, est éliminé plus lentement du systéme nerveux
central (SNC) et a déja servi d’indicateur de la libération de dopamine (Carlsson &

Lindqvist, 1963; Korfet al, 1976).

Figure 1.1 Dégradation enzymatique de la dopamine

’ 2
2 OH .C Cc NH-,
c NH; . Syl
X ~cn - COMT A CH
—_—
=
"o s ) | HO
opamine DgH :
iy 3-ME thoxytyramine
MAO Norepineghrine MAC
AD AD
H, e
"o o OH-C c
N ook = cook
COMT I
HO = HO Z
3,4-dihydroxyphe nyl-
acetic acid (DOPAC) ik e G )

Tiré de: Okereke, 2002



La recapture constitue le principal processus d’inactivation de la dopamine. Une
fois la dopamine dans I’espace extracellulaire celle-ci est transportée vers ’intérieur
de la cellule, ou elle sera en partie recyclée. Plus de 80% de la dopamine libérée est
ainsi recapturée (Thibaut et al, 1995). L’effecteur principal de ce mécanisme est le
transporteur membranaire de la dopamine (DAT). La recapture via le DAT se fait
selon un mécanisme dépendant du sodium (Na*) qui permet I’entrée des monoamines

dans la terminaison nerveuse contre leur gradient de concentration (Giros et al, 1991;

Giros et al, 1996).

1.2 Anatomie fonctionnelle

La découverte de techniques d’histochimie a permit la visualisation des corps
cellulaires et des projections associées aux catécholamines dans le SNC. Cette
meéthode de marquage fiit découverte en 1955 par Erénké (Eranko O. 1955).
Cependant, sa mise au point revient a Carlsson, Falck et Hillarp, (Carlsson et al,
1962). La technique de fluorescence histochimique consiste a exposer les tissus a des
vapeurs de formaldehyde, ce traitement produit la condensation des catécholamines et
forme un produit nommé isoquinoline. Quand ils sont exposés a la lumiére ultra violet
les agrégats d’isoquinolines émettent une lueur fluorescente verte claire. Cette
methode d’histofluorescence fournit alors des indications sur I’emplacement des
corps cellulaires et des projections des cellules nerveuses contenant des

catécholamines (Dahlstroem A., 1964; Fuxe, 1965). Cette approche, combiné 2



d’autres techniques, a permis de cartographier les voies dopaminergiques centrales
(Ungerstedt, 1971) (Figure 1.2). De nos jours la technique d’histofluorescence tel que
décrit par Carlsson, Falck et Hillarp (Carlsson et al, 1962) est encore utilisée. Par
contre, elle est maintenant largement supplantée par les techniques d’immuno
marquage. Ces derniéres utilisent des anticorps dirigés contre des enzymes de
synthese comme la TH (Hokfett et al, 1984) ou contre le transmetteur lui-méme, la
dopamine (DA) (Geffard et al, 1984; Decavel et al, 1987). Toutes ces techniques on
permit de visualiser et de cartographier, d’interpréter et de comprendre les voies
dopaminergiques centrales. Les cellules dopaminergiques sont regroupées dans le
mésencéphale selon un patron bien précis (Dahlstroem A., 1964). La nomenclature de
ces groupes de cellules dopaminergiques, établit en 1964 par Dalstrom et Fuxe, est
représent€ par la lettre A et les différentes régions sont subdivisées selon les chiffres 8
a 15. Dans I’étude qui suit nous aborderons principalement les régions A9 constitué

de la substance noire et A10 qui représente 1’aire tegmentaire ventrale.

Suite 4 ]a mise en évidences de ces groupes de cellules dopaminergiques, 1’étude
de leurs projections a permis la découverte d’une organisation topographique
intéressante (Fallon et al, 1978; Moore, 1978; Fallon & Moore, 1978a). Les
principales projections dopaminergiques peuvent étre regroupées en trois systémes
majeurs : le systéme nigrostrié, le systéme mésolimbique et le systéme mésocortical

(Fallon & Moore, 1978b) (figure 1.2).



Figure 1.2 Voies dopaminergiques centrales
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Dés 1978 Fallon et Moore remarquent une certaine complexité dans I’organisation
des projections dopaminergiques ascendantes (Fallon & Moore, 1978b). La
topographie des projections serait organisée en trois plans, soit une organisation
medio-latérale, antéro-postérieure et dorso-ventrale. Il semble que ce soit selon le
plan dorso-ventrale qu’il y ait distinction entre les projections nigrostriées,
meésolimbique et mésocorticale, les deux derniéres distinctions sont aussi nommée
projection mésocorticolimbique (Fallon, 1988). Nous allons donc considérer deux

systémes principaux.

D’abord le systéme mésostrié qui prend origine dans la substance noire compacte
(SN¢; A9), dans I’aire tegmentaire ventral (ATV; A10) et dans le noyau rétrorubral
(région A8) (figure 1.2). La partie dorsale de ce systéme, souvent nommé voie
nigrostriée, innerve le noyau caudé et le putamen ainsi que le globus pallidus (Fuxe
et al, 1985; Fallon, 1988). Chez le rat cette région (A9) contient environs 10 000
cellules dopaminergiques (Halliday & Tork, 1986; German & Manaye, 1993;
Grimm et al, 2004). La voie nigrostriée joue un réle critique dans le contrdle moteur
et est impliquée dans la maladie de Parkinson (voir section 2.1). La partie plus
ventrale du systéme mésostrié innerve le noyau accumbens, le bulbe olfactif et le
noyau caudé-putamen dans sa région plus médiane (Fuxe et al, 1985; Fallon, 1988).
Ces voies qui projettent vers le noyau accumbens joue un réle dans le processus de

renforcement associé aux drogues psychostimulantes (voir section 2.3).



Ensuite, le systtme mésocorticolimbique prend origine dans I’ATV (A10) avec
une petite contribution des régions A9 et A8. Ces projections se dirigent vers
I’amygdale, I’hippocampe, le bulbe olfactif antérieur et certaines régions du cortex
préfrontal (Fuxe et al, 1985; Fallon, 1988). La pathophysiologie de la schizophrénie

impliquerait un dysfonctionnement de cette voie dopaminergique (voir section 2.2).
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2. Dysfonctions du systéme dopaminergique

2.1 La maladie de Parkinson

En 1817, James Parkinson publie un essai intitulé « Shaking Palsy » qui met en
évidences certains troubles moteurs éprouvés par ses patients, comme des
tremblements, des défauts de la posture et la difficulté 4 initier des mouvements
volontaires. Aujourd’hui ces observations font partie des principaux symptémes de la
maladie de Parkinson. Cette pathologie affecte 1% des individus ayant plus de 65 ans
(Tanner, 1992). Les perturbations du mouvement peuvent étre séparées en symptomes
positifs; jamais vus chez une personne saine, et en symptomes négatifs; considéré
comme une perte du comportement normal d’un individu (Kolb & Whishaw, 1990).
Les symptomes positifs sont les tremblements, la rigidité musculaire et 1’akathésie
(mouvements involontaires). Les symptomes négatifs sont les défauts de posture et la
bradykinésie (lenteur du mouvement). En plus des troubles moteurs, plusieurs
patients démontrent différents degrés de dysfonction cognitive, de la dépression a la

démence (Hornykiewicz & Kish, 1984).

Les caractéristiques histopathologiques principales de la maladie de Parkinson
sont la dégénérescence sélective de plus de 80% des neurones dopaminergiques de la
voie nigrostriée (figure 2.0a) ainsi que la présence d’inclusions cytoplasmiques
nommees corps de Lewi (CL) (figure 2.0c) (Kish et al, 1986; Gibb, 1992). La

degenerescence affecte principalement les neurones de la SNc qui projettent au
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putamen (figure 2.0b) (Kish et al, 1988; Dauer & Przedborski, 2003). La dysfonction
de cette voie entraine une diminution de I’activité inhibitrice des neurones GABA du
striatum, qui en retour permettent ’augmentation de Dactivité des neurones
thalamocorticaux menant a Dexcitation du cortex moteur. Le résultat de ce
débalancement permet aux muscles fléchisseurs et extenseurs de se contracter en
méme temps ce qui résulte en une importante rigidité musculaire et 4 plusieurs autres
troubles moteurs énumérés plus tot (Albin et al, 1989; Albin et al, 1995; Dauer &

Przedborski, 2003).

Dans 95% des cas, la maladie n’est pas d’origine génétique (Dauver &
Przedborski, 2003). 1l existe deux hypothéses principales expliquant la pathogenése
de la maladie de parkinson. La premiére concerne le mauvais repliement de protéines
et leur agrégation, entre autre de 1’a-synuclein, menant 4 la mort des neurones DA
(Auluck et al, 2002; Muchowski, 2002; Dauer & Przedborski, 2003; Schulz &
Falkenburger, 2004). La seconde concerne une dysfonction mitochondriale qui aurait
pour conséquence de générer un stress oxydatif toxique pour les cellules DAergiques
(Dauer & Przedborski, 2003; Schulz & Falkenburger, 2004). Les facteurs
pathogéniques cité plus haut ne sont pas mutuellement exclusifs, et les chercheurs
tentent de découvrir la chronologie des événements menant 3 la pathologie.
Récemment il a été soulevé que les protéines a-synuclein et Parkin seraient
impliquées dans la maladie de Parkinson. L’a-synuclein est une protéine pré-
synaptique qui module les fonctions synaptiques (Kahle et al, 2002). Des données

biochimiques et biophysiques proposent que a-synuclein joue un rdle dans la
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dynamique des membranes cellulaire comme ’apport de protéines & la membrane
plasmique (Pronin et al, 2000; Ahn et al, 2002). II a été démontré que 1’a-synuclein
pourrait étre impliqué dans la localisation membranaire du DAT (Lee et al, 2001). La
présence abondante d’o-synuclein dans les CL suggére un défaut de repliement qui
favorise la formation de fibrille d’amyloid et entraine une neurotoxicité. La mutation
génique de I’o-synuclein amplifie son potentiel de toxicité (Goedert, 2001). Par
contre, la mutation entrainant le mauvais repliement de la protéine a-synuclein
interfere avec sont fonctionnement normal et c’est cette perte de fonction qui aurait
une implication majeure dans la dégénérescence neuronale associé a 1’a-synuclein

(Abeliovich et al, 2000; Dauer et al, 2002).

La proteine Parkin est une ligase nécessaire & 1’ubiquitination (Shimura et al,
2000; Zhang et al, 2000). Généralement les mutations de la Parkin sont retrouvées
chez des patients de moins de 30 ans (Mizuno et al, 2001), mais de plus en plus ont
les retrouve chez les patients plus agées (Lincoln et al, 2003). La dégénérescence des
neurones DAergiques suite 4 la mutation de la Parkin n’est pour 1’instant pas trés bien
comprise. Les données suggérent que les multiples mutations pouvant affecter la
Parkin éliminent son activité ligase et méne 4 ’accumulation de ses substrats qui sont
responsables de la dégénérescence des neurones DAergiques de la SN, (Dauer &
Przedborski, 2003). Plusieurs substrats pour la Parkin ont été identifiés (Shimura et
al, 2000, Zhang et al, 2000; Imai et al, 2001; Chung et al, 2001; Staropoli et al,
2003). 11 apparait que certains de ces substrats relient les fonctions de la Parkin et de

la synuclein (Shimura et al, 2000; Chung et al, 2001; Petrucelli et al, 2002). Ainsi,
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les données récentes suggeérent qu’il y aurait un lien entre la Parkin, la synuclein et le
fonctionnement des protéasomes dans le processus de mort cellulaire associé a la

maladie de Parkinson.

Figure 2.0 Neuropathologies de la maladie de Parkinson

A. Normal B. Parkinson's
Disease
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Figure 2.0 (A) Organisation normale de la voie nigrostriée (B) Dégénérescence des projections
dopaminergiques de la voie nigrostriée chez un patient affecté par la maladie de Parkinson.
(C) Présence d’inclusions cytoplasmiques, nommeées corps de Lewi dans lesquels nous retrouvons les

protéines synucléine et ubiquitine.

Tiré de : Dauer & Przedborski, 2003
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2.2 La schizophrénie

“If you talk to God, you are praying. If God talks to you, you have schizophrenia”
-Thomas Szasz, Schizophrenia in the Second Sin.

La schizophrénie est pergue comme un trouble de la pensée. Cette maladie
neuropsychiatrique affecte 1% de la population. Les symptomes qui surgissent tard
dans I’adolescence ou au début de I’age adulte sont d’abord caractérisés par une
psychose, ou I’on pergoit une importante distorsion de la réalité, une perturbation des
perceptions, du fonctionnement intellectuel, de 1’affect, de la motivation et du
comportement. Les symptomes associés a la pathologie sont divisés en deux
categories, soit les symptomes positifs et les symptomes négatifs (Kraeplin, 1913;
Bleuler, 1950; Crow, 1980; Andreasen, 1990). Les symptdmes positifs, comportent
entre autre les delires, les hallucinations visuelles et auditives ainsi qu’un langage et
un comportement desorganisé. Les symptomes négatifs représentent une perte de
fonction et sont caractérisés par une pauvreté du langage et de son contenu, une
isolation et un retrait sociale, une perte de I’habileté & éprouver du plaisir lors
d’activités quotidiennes normalement plaisantes et une perte de volonté et d’énergie

(Baldessarini, 1975; Meltzer, 1987, Andreasen, 1987; Kandel, 1991).

L’hypothése dopaminergique suggére I’implication d’un trouble neurochimique :
une libération excessive de dopamine serait & la base de la pathogenése de la
schizophrénie (Meltzer & Stahl, 1976). Deux découvertes principales nous permettent

d’appuyer cette hypothése. D’abord, les drogues qui augmentent le niveau de DA
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dans SNC, comme la L-DOPA, I'amphétamine et la cocaine, produisent des
symptémes de type psychotique, semblables a ceux de la schizophrénie, qui sont
€liminées par ’administration d’antipsychotiques typiques, qui agissent comme des
antagonistes du récepteur D2 de la DA (Homykiewicz, 1977; Lieberman et al, 1989).
En second lieu, des études d’imagerie ont démontré I’existence d’une dysfonction
DAergique chez des patients schizophrénes. Prenant avantage des techniques de PET
Positrons Emission Tomography) et SPECT (Single-Photon Emission Computerized
Tomography) ces études ont mesuré la libération de DA induite par I’AMPH chez des
patients schizophrenes. Ces études ont rapporté une augmentation de la libération de
DA lors de la stimulation a I’ AMPH pour les patients schizophrénes comparativement
a des contrdles sains (Laruelle et al, 1996; Breier et al, 1997; Abi-Dargham et al,

1998; Laruelle et al, 1999).

Il faut noter que ’hypothese dopaminergique n’explique pas tous les symptomes
de la schizophrénie. La résistance des symptdmes négatifs a la pharmacothérapie a
entrainé d’autres hypothéses. Prenant en considération les changements
neurochimiques et neuroanatomiques, Weinberger a proposé un modéle
neurodéveloppemental de la physiopathologie de la schizophrénie (Weinberger, 1987;
Weinberger, 1995) (figure 2.1). Ce modéle suggére qu’une anomalie dans le
développement de la voie mésocorticale soit a I’origine des pensées confuses, de la
perte de volonte et d’énergie, et du retrait social (Wolkin et al, 1992; Kahn & Davis,
1995). De plus, ce probléme de développement entrainerait une perte de rétroaction

négative provenant du CPF nécessaire a la modulation des neurones sous-corticaux.
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L’augmentation de I’activité de la voie mésolimbique qui en résulte serait responsable
des hallucinations, des pensées de persécutions et de 1’agitation que I’on retrouve
chez les patients schizophrénes (Kahn & Davis, 1995; Weinberger, 1995).
L’hypothese dopaminergique et I’hypothése neurodéveloppementale ne sont que deux

parmi plusieurs autres hypothéses tentant d’expliquer la schizophrénie.

Figure 2.1 Représentation schématique du modéle neurodéveloppemental

a) Etat Normal b) Etat Schizophréne
Cortex Préfrontal Cortex Préfrontal [ ~
D .
\
Régions Régions w /
Limbiques Limbiques
/
/
s
~f -~
Aire Tegmentaire Ventrale Aire Tegmentaire Ventrale
neurones DAergiques neurones DAergiques

Figure 2.1 Mode¢le neurodéveloppemental de Weinberger démontrant (a) en condition normale, les
voies ascendantes mésocorticale et mésolimbique, ainsi que les voies descendantes associées. (b) Le
modele suggére qu’une anomalie dans le développement de la voie mésocorticale serait & 1’origine de
la perte de la rétroaction négative du cortex préfrontal sur la voie mésolimbique ce qui augmente la

stimulation des régions limbiques par cette voie.

Tire de : Sinauer Associates, Inc., Publisher. Principles of Neuropsychopharmacology, Fig 18-10
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2.3 La dépendance aux drogues d’abus

La dépendance aux drogues d’abus est un immense probléme autant au niveau
sociale, économique que médical. En 2002 il a été estimé que 19.5 million
d’Américains agés de 12 ans et plus consommaient des drogues illicites. 3.5 million
consommaient de I’héroine et 1 million en étaient dépendant (Substance Abuse and
Mental Heakth Services Administration Office of Applied Studies (2003) ; Kreek et
al, 2005). En ce qui concerne les drogues psychostimulantes, le patron n’est gére plus
réjouissant puisque prés de 34 million d’Américains en ont déja consommé et 1.5
million en abusent et en sont dépendant (Substance Abuse and Mental Heakth

Services Administration Office of Applied Studies (2003).

Plusieurs études suggérent que le principal systéme de récompense du cerveau
implique les neurones dopaminergiques (Fibiger & Phillips, 1986; Wise & Hoffman,
1992; Robinson & Berridge, 1993; Robbins & Everitt, 1996). Des manipulations
d’ordre psychopharmacologique et des lésions du systéme dopaminergique altérent
les comportements reliés a la récompense chez les animaux (Fibiger & Phillips,
1986; Wise & Hoffman, 1992; Robinson & Berridge, 1993; Robbins & Everitt,
1996). Les drogues d’abus, comme 1’amphétamine et la cocaine, agissent via les
neurones dopaminergiques et produisent une forte récompense. C’est d’ailleurs
Iaction prolongée de la dopamine sur les neurones cibles qui favorise la dépendance
(Wise & Hoffman, 1992; Robinson & Berridge, 1993; Robinson & Berridge, 1993;

Schultz et al, 1997). Ces neurones envois leurs axones a des structures du cerveau
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impliquées dans la motivation et le comportement comme le striatum, le noyau
accumbens et le cortex préfrontal (Schultz et al, 1997). Plusieurs données supportent
I’idée que ces neurones encodent et distribuent les informations concernant les
événements associés aux récompenses (Wise & Rompre, 1989; Wise & Hoffman,
1992; Robbins & Everitt, 1996; Schultz et al, 1997). La récompense est un concept
qui décrit la valeur positive qu’un individu attribue 4 un objet, & un acte
comportemental, ou a un état physique interne (White & Milner, 1992; Robbins &
Everitt, 1996). La récompense peut également jouer un réle dans le renforcement

positif.

A titre d’exemple, les opiacées, dont I’héroine et la morphine possédent trois
sous types de récepteurs p, 6 et kappa. Ces récepteurs ce retrouvent sur les corps
cellulaires des neurones dopaminergiques de I’ATV ainsi que sur les cellules du
noyau accumbens et du striatum (Koob, 1992; Di Chiara & North, 1992). II est
accepté que le renforcement positif produit par 1’héroine et la morphine, soient
attribuable 4 la stimulation du récepteur p opiacé présent sur les interneurones GABA

de ATV (Di Chiara & North, 1992).

Les psychostimulants tels que la cocaine et I’amphétamine stimulent directement
les neurones dopaminergiques du systéme meésolimbique. La cocaine se lie au
transporteur de la dopamine, DAT, et bloque la re-capture de la dopamine.
L’amphétamine quant 4 elle stimule la relache de DA. Il est établi que 1’augmentation

de la relache de DA dans le noyau accumbens contribue au renforcement positif et
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aux effets psychomoteurs des drogues psychostimulantes (Di Chiara & Imperato,
1988; Negus et al, 1993; Di Chiara, 1995). La nicotine, quant a elle, agit sur un
reécepteur & canal ionique hétéropentamérique qui est ouvert par 1’acétylcholine. Les
récepteurs nicotiniques sont retrouvés sur les corps cellulaires des neurones
dopaminergiques de I’ATV et de la SN ainsi que dans le noyau accumbens et le
striatum (Di Chiara & Imperato, 1988; Stolerman & Jarvis, 1995). La nicotine
augmente 1’activité des neurones de la voie nigrostriée favorisant la libération de DA
dans le noyau accumbens et le striatum dorsal, stimulant ainsi le systtme de
récompense et favorisant la dépendance (Di Chiara & Imperato, 1988; Stolerman &
Jarvis, 1995).

Le mode d’action des quelques drogues d’abus citées plus haut démontre a quel
point le systéme dopaminergique est une cible majeure, ce qui est compatible avec

I’idée que ce systeme soit impliqué dans les mécanismes de dépendance.
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3. La dépendance aux drogues d’abus: le cas de

I’amphétamine

3.1 Propriétés pharmacologiques de I’amphétamine

L’amphétamine (AMPH) est le nom commun pour B-phénylisopropylamine
(figure 3.0). L’AMPH peut s’administrer soit oralement, soit par injection par
intraveineuse (IV) ou sous-cutanée. L’amphétamine est une base faible, sont pKa est
de 9.9 (Mack & Bonisch, 1979). Lors de la prise orale, 1’absorption est lente. La
molécule se charge positivement dans le milieu acide de 1’estomac, empéchant
’absorption intestinale et modere I’effet comparativement a 1’administration IV qui
produit un effet rapide et intense. L’analogue methamphétamine peut également étre
fumé, ce qui permet 1’élévation rapide des niveaux plasmatiques (Cook, 1991).
L’amphétamine est métabolisée par le foie et principalement excrétée dans 1’urine. La

demi-vie (T1/2) se situe entre 7 et 30 heures dépendamment du pH urinaire.



Figure 3.0 Structure chimique de I’amphétamine et d’un analogue

(H)-amphetamine

Tiré de : http://grandfinale.at.infoseek.co.jp
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3.2 Mécanisme d’action de ’amphétamine

3.2.1 A PPéchelon cellulaire : a la synapse

L’amphétamine est un agoniste indirect du systtme dopaminergique. L’activité
d’agoniste provient de la capacité de la drogue a provoquer la relache de DA par les
terminaisons synaptiques, a bloquer sa recapture et a des doses élevées, inhiber la
MAO (Miller et al, 1980). L’action de ’AMPH commence par son entrée dans la
cellule, par deux voies principales. La premiére est une simple diffusion passive a
travers la membrane plasmique (figure 3.1) (Wong et al, 1972). La seconde, comme
substrat du transporteur de la DA (DAT) (figure 3.1) (Ross, 1964). Une fois dans la
cellule PAMPH engendre une série d’actions qui ont pour conséquence d’augmenter
la concentration de DA cytosolique. Elle interfére avec le chargement vésiculaire en
bloquant indirectement le transporteur vésiculaire (VMAT). Suite 4 sa synthése la DA
reste donc dans le cytosol (figure 3.1) (Philippu & Beyer, 1973; Knepper et al, 1988).
De plus, I’AMPH provoque une relache de DA des vésicules synaptiques (figure 3.1)
(Sulzer & Rayport, 1990; Sulzer et al, 1993). Se sont les propriétés basiques de la
molécule qui lui permettent de pénétrer dans les vésicules. L’intérieur de ces
derni¢res étant plus acide, les molécules d’AMPH se protonnent, acquiérent des
charges positives (H"), et sont ensuite séquestrées dans la vésicule (Sulzer & Rayport,
1990; Sulzer et al, 1993). Cette perte de charge positive produit une augmentation du
pH vésiculaire. Comme la fonction du transporteur VMAT dépend d’un fort gradient

de protons, I'influx vésiculaire de DA par VMAT est inhibé et ’efflux de DA des
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vésicules vers le cytosol est favorisé (figure 3.1) (Sulzer & Rayport, 1990; Sulzer et

al, 1993).

Figure 3.1 Schéma des effets synaptiques possible de I’amphétamine
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Figure 3.1 (A) Libération synaptique de DA, accumulation vésiculaire et recapture en condition
normale. (B) Effet de ’”AMPH sur le transporteur membranaire de dopamine, DAT. (C) Une certaine
proportion d’AMPH entre dans la terminaison synaptique par diffusion simple. L’AMPH affecte aussi
le transporteur vésiculaire de DA, VMAT. (D) L’AMPH peu également pénétrer par diffusion simple

dans les vésicules synaptiques et inhiber la capacité de la vésicule a stocker la dopamine.

Tiré de : SinauerAssociates, Inc., Publisher. Principles of Neuropharmacology, Fig 13.4
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3.2.2 Effets comportementaux de la prise d’amphétamine chez I’animal

Ces effets pharmacologiques, énumérés plus haut, ont pour conséquence
I’augmentation de la concentration de DA extracellulaire et une activation
locomotrice. Chez les rongeurs 1’amphétamine produit une activation motrice bien
organisée ainsi que des comportements stéréotypés. Une simple dose d’AMPH (0.25-
1.0 mg/Kg 1.p.) méne a une réponse caractéristique; 1’animal traité grimpe, renifle de
fagon excessive son environnement, bouge anormalement la téte et les membres,
leche et mord (Randrup & Munkvad, 1967; Wallach, 1974). Certains chercheurs
suggerent que les récepteurs D; et D, de la DA soient responsable des principaux
effets de ’AMPH (Petry et al, 1993). Plusieurs données appuient cette hypothése.
D’abord PAMPH et la DA injectés directement dans le Nacc, mais pas dans le noyau
caudé, évoquent des activités motrices chez 1’animal traité (Pijnenburg et al, 1976;
Solomon & Staton, 1982). La micro injection d’AMPH dans le noyau caudé, mais pas
dans le Nacc, permet [’obtention des comportements stéréotypés (Solomon & Staton,
1982; Kelley et al, 1988). La stimulation de 1’activité motrice par une faible dose
d’AMPH est bloquée suite & une lésion a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) des
terminaisons DAergiques dans le Nacc, mais pas du noyau caudé (Kelly et al, 1975;
Fink & Smith, 1980). La toxicité induite par la 6-OHDA est sélective pour les
neurones catécholaminergiques (Luthman et al, 1989). Une fois dans le neurone, la 6-
OHDA s’accumule dans le cytoplasme et induit d’abord la dégénérescence des
terminaisons et éventuellement la mort du neurone DAergique (Jeon et al, 1995). La

stimulation locomotrice produite par I’AMPH est bloquée par I’injection
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d’halopéridol, un antagoniste des récepteurs de la DA, dans le Nacc (Pijnenburg et al,
1975). Finalement, une 1ésion a la 6-OHDA du noyau caudé, prévient ’apparition des
comportements stéréotypés produits par I’administration ’AMPH (Kelly et al, 1975;

Joyce & Iversen, 1984).

3.3 La tolérance et la sensibilisation a ’amphétamine

La tolerance et la sensibilisation sont deux phénomeénes bien distincts qui
surviennent en réponse a ’utilisation répétée de diverses drogues d’abus, incluant
I’amphétamine. La tolérance est une diminution de ’efficacité d’une drogue donnée
suite & des administrations répétées (Stewart & Badiani, 1993). 1l est important de
spécifier que la tolérance peut se développer différentiellement & un ou plusieurs
effets de la drogue. La tolérance & 1’amphétamine est rapportée pour les effets
anorexiques, hyperthermiques, cardiovasculaires et le renforcement associé a la prise
d’AMPH (Miller & Gold, 1989; Perez-Reyes et al, 1991). La tolérance est percue
comme une réaction d’adaptation et est facilement renversée lors de ’arrét de la

consommation (Demellweek & Goudie, 1983; Stewart & Badiani, 1993).

L’exposition intermittente 8 I’AMPH méne a la sensibilisation, qui est caractérisé
par une reponse excessive aux effets psychomoteurs de la drogue. Les effets
comportementaux et stéréotypés de ’AMPH perdurent dans le temps suivant la

dernicre exposition de I’individu ou de I’animal & la drogue. La réexposition a
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I’AMPH des semaines voir des mois plus tard produit une activation dopaminergique
et comportementale plus importante qu’au début de la consommation (Kalivas &
Stewart, 1991; Stewart & Badiani, 1993; Vezina, 2004). La sensibilisation est
produite par une cascade d’événements initiée par une augmentation des niveaux
extracellulaire de DA dans le Nacc et ATV (Kalivas & Duffy, 1991). La section

suivante mettra I’emphase sur les mécanismes expliquant la sensibilisation.

3.4 Le développement de la sensibilisation a I’amphétamine

Les mécanismes neuronaux qui sous tendent ces effets ont intrigué plusieurs
chercheurs. De nombreuses études se sont penchées sur les altérations de la
transmission dopaminergique durant la sensibilisation 4 ’AMPH. Trois substrats
anatomiques ont €té mis en cause : les régions terminales du systéme dopaminergique
(Nacc, striatum et CPF), le corps cellulaire des neurones DAergiques dans I’ATV et
la SN et finalement les afférences modulant les neurones DAergiques soit
glutamatergiques ou GABAergiques (acide y-Aminobutyrigue). Des études, utilisant
la technique de micro injection d’AMPH dans les régions somatodendritiques (ATV)
et terminale (Nacc) du systéme DAergique, ont permis d’identifier les régions
impliquées dans le développement de la sensibilisation comportementale (Dougherty
& Ellinwood, 1981; Robinson, 1988). Les injections d’AMPH dans le Nacc
produisent une réponse motrice importante, qui n’est toutefois pas augmentée lors de

I’administration répétée de la drogue. Par contre, I’administration répétée d’AMPH
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dans I’ATV résulte en une sensibilisation comportementale (Kalivas & Weber, 1988).
Ces études ont montré que l'initiation de la sensibilisation peut étre induite via
I’action de I’AMPH dans les régions A10 et A9 du systtme DAergique (Kalivas &
Stewart, 1991), tandis que les régions terminales, comme le Nacc, sont essentielles a
I’expression de la sensibilisation (Vezina & Stewart, 1990; Perugini & Vezina, 1994,

Paulson & Robinson, 1995).

Par la suite, plusieurs études ont évalué I’'implication des récepteurs D; et D; de
la dopamine dans I’initiation de la sensibilisation. L’utilisation d’un antagoniste
spécifique des récepteurs D, la SCH-23390, injecté dans I’ATV prévient ’induction
de la sensibilisation, tandis que le sulpiride, antagoniste des récepteurs Dj, ne
démontre aucun effet (Vezina & Stewart, 1989; Stewart & Vezina, 1989; Bjijou et
al, 1996; Vezina, 1996). Puisque le récepteur D; de la DA n’est pas synthétisé par les
neurones DAergiques (Mansour et al, 1992), il est probable que des récepteurs D;
situés sur les afférences dans I’ATV contribuent & I’induction de la sensibilisation &
PAMPH (Kalivas, 1993). Les afférences GABA et glutamatergiques ont attiré
’attention puisque leur activité dans ’ATV est modulée par le récepteur D; de la DA
(Cameron & Williams, 1993; Kalivas & Duffy, 1995; Wolf & Xue, 1998). Des
etudes in vitro et in vivo ont démontré une augmentation de la relache de DA dans les
régions terminales suite a la stimulation par le glutamate (Imperato et al, 1990; Keefe
et al, 1993). Karler et al., (Karler et al, 1989; Karler et al, 1990) ont montré que le
MK-801, antagoniste des récepteurs NMDA, co-administré avec I’AMPH prévient le

développement de la sensibilisation. De plus, Criswell et al., (Criswell et al, 1990) ont
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démontré que le MK-801 bloc le développement de la sensibilisation induit par le
SKF-38393, agoniste direct des récepteurs D;. Ces découvertes suggérent que le
glutamate soit impliqué dans le développement de la sensibilisation induite par
I’AMPH et ceci via la stimulation du récepteur D; (Wolf, 1998; Vezina & Queen,

2000).

En résumé, les drogues psychostimulantes agissent via ’ATV et augmente les
niveaux de DA extracellulaire. La DA agit alors sur les récepteurs D, et favorise la
libération du glutamate dans cette région. Le glutamate, quant a Iui, semble
responsable de I’initiation des événements menant a une neuroadaptation qui serait 4

la base de la sensibilisation.

Considérant la longue durée des changements induits dans les neurones
DAergiques par les drogues psychostimulantes, il est intéressant de noter qu’un
facteur neurotrophique, le bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), semble
également impliqué dans la sensibilisation & I’amphétamine (Flores et al, 1998). Le
bFGF est reconnu pour favoriser la croissance et la survie des neurones DAergiques
(Chadi et al, 1993; Takayama et al, 1995; Bouvier & Mytilineou, 1995; Hou et al,
1997). De plus, le glutamate augmente I’expression du bFGF par les astrocytes
(Pechan et al, 1993). D’autre part, le bFGF régule a la hausse ’expression du
récepteur mGluR; sur les neurones d’hippocampe en culture (Cheng et al, 1995). Sur
la base de ces données, Flores et al., (Flores et al, 1998), ont évalué I’expression du

bFGF par les astrocytes de ’ATV et de la SN, suivant des traitements répétés a
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PAMPH. Des expériences d’immunomarquage ont révélé une augmentation de
Pexpression du bFGF 24hr aprés la derniére administration d’AMPH.
L’augmentation est soutenue durant 72hrs, une semaine et jusqu’a un mois apres la
derni¢re injection d’AMPH. Le glutamate jouant un rdle dans !’initiation de la
sensibilisation, ils ont évalué I’effet d’un antagoniste glutamatergique sur I’expression
du bFGF. L’acide kynurénique (KYN), antagoniste non sélectif des récepteurs
glutamatergique ionotropique, co-administré avec I’AMPH inhibe 1’augmentation du
bFGF par les astrocytes de ’ATV et de la SN.. Il semble que I’expression accrue du
bFGF dans les régions somatodendritiques des neurones dopaminergiques suivant des
traitements répétés a I’AMPH pourrait constituer un des événements responsable de
Pinitiation et de la maintenance de la sensibilisation (Flores et al, 2000).
L’immunoneutralisation du bFGF, ainsi que I’administration d’un antagoniste des
récepteurs NMDA du glutamate, le CPP (3-(2-carboxypiperazine-4-yl)propyl-1-
phosphoric acid), durant la phase d’induction de la sensibilisation, bloque
completement son développement (Flores et al, 2000). En plus d’inhiber le
développement de la sensibilisation le CPP empéche 1’augmentation de 1’expression
du bFGF dans I’ATV et la SN.. Ces résultats suggérent donc que le glutamate
participe au développement de la sensibilisation a I’AMPH en favorisant 1’expression
du bFGF par les astrocytes des régions somatodendritiques des neurones DAergiques.
Cette 1dée est supportée par le fait que des injections répétées d’AMPH dans ’ATV
sont suffisantes pour induire la sensibilisation (Vezina, 1993; Cador et al, 1995;

Flores et al, 2000). Les injections systémiques ou intra ATV d’AMPH, favorisent la
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relache de glutamate dans ATV et I’administration d’antagoniste NMDA bloque le

développement de la sensibilisation 8 ’AMPH (Wolf, 1998; Flores et al, 2000).

L’exposition aux drogues psychostimulantes a des conséquences & long terme sur
le comportement et le fonctionnement du cerveau. Les données présentées plus tot
suggerent fortement que le bFGF, exprimé par les astrocytes du mésencéphale, joue
un role fondamental dans le développement de la sensibilisation comportementale
suivant un traitement répété a I’AMPH (Flores et al, 1998; Flores et al, 2000; Flores
& Stewart, 2000a; Flores & Stewart, 2000b). De plus, ces découvertes attribuent au
bFGF un réle de médiateur du glutamate dans le développement de la sensibilisation.
Flores et Stewart (Flores & Stewart, 2000a), proposent que le bFGF soit responsable
des changements 4 long terme qui surviennent suite a la consommation répétée de
drogues d’abus, des changements d’ordre neurochimiques, morphologiques et
comportementaux. La figure 3.2 résume ’impact de 1’administration d’AMPH dans
I’ATV. D’abord, I’augmentation de la relache de DA active les récepteurs Dy,
probablement localisés sur les terminaisons glutamatergiques et/ou sur les astrocytes
(Hosli & Hosli, 1993; Bal et al, 1994; Zanassi et al, 1999). L’augmentation
extracellulaire de glutamate favorise 1’expression du bFGF via D’activation des
récepteurs NMDA. L’emplacement des récepteurs NMDA responsable des effets du
glutamate sur I’expression du bFGF reste a élucider (Flores & Stewart, 2000a; Flores
& Stewart, 2000b). Le bFGF pourrait agir directement sur les neurones ou
indirectement via les astrocytes, afin d’initier les changements a long terme qui

permettent ’augmentation de la fonction DAergique. (Flores et al, 1998; Flores et al,
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2000; Flores & Stewart, 2000a; Flores & Stewart, 2000b). Les mécanismes par
lesquels le bFGF provoque ces changements doivent également étre explorés. De
I’ensemble de ces considérations, nous pouvons conclure que bien que 1’expression
du bFGF par les astrocytes de I’ ATV soit nécessaire 4 I’induction de la sensibilisation
a PAMPH, la relation entre cette augmentation et la plasticité a long terme des

neurones dopaminergiques reste indéterminée.

Figure 3.2 Représentation schématique des étapes possible impliquées dans la

sensibilisation comportementale.
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4. Les cellules gliales et le bFGF

4.1 Role des cellules gliales dans le SNC

Les cellules gliales ont longtemps été considérées comme de simple cellule de
soutient qui comblent les espaces et apportent structure et fermeté au cerveau. Cette
perception a drastiquement changé au cours des derniéres années. Nous verrons qu’il
est dorénavant établi que les cellules gliales participent au traitement de I’information

dans le cerveau.

11 existe deux types majeurs de cellules gliales dans le SNC, les astrocytes et les
oligodendrocytes. Les astrocytes sont soit de type protoplasmique ou fibreux. Les
astrocytes protoplasmiques sont caractérisés par un large noyau, un cytoplasme
abondant et granuleux et plusieurs prolongements qui partent du corps cellulaire. Ces
prolongements font généralement contact sur des neurones, mais aussi sur les
vaisseaux sanguins avoisinant. Ces astrocytes sont retrouvés dans la matiére grise du
SNC, qui est constitué de corps cellulaire, de dendrites et de synapses. Les astrocytes
fibreuses sont présentes parmi les fibres nerveuses myélinisées de la matiére blanche
du SNC. Elles ont des extensions, longues, minces et non symétriques qui se
terminent sur des neurones ou des capillaires sanguins. Finalement, les

oligodendrocytes sont plus petits que les astrocytes, possédent de plus petit noyau et
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leurs prolongements sont responsables de la formation des gaines de myéline dans le

SNC.

Les astrocytes, sont les cellules gliales les plus abondantes du SNC. Elles sont
intiment associées aux synapses, mais jusqu’a récemment, ont ne les considérait pas
comme des ¢€léments participant de fagon active a la fonction synaptique. Il a été
estimé qu’un astrocyte, dans le cerveau d’un rongeur adulte, englobe et interagi avec
environs 10,000 synapses (Bushong et al, 2003; Bushong et al, 2004). La
compréhension de ces cellules a grandit durant les dix derniéres années. La vision
traditionnelle voulant que les astrocytes n’effectuent que des fonctions passives telles
la régulation des concentrations d’ions, la recapture des neurotransmetteurs suite a
1’activité synaptique et I’apport de substrat énergétique nécessaire au métabolisme est
dorénavant considérée comme dépassée. Plusieurs laboratoires ont accumulé des
données démontrant 1’existence d’une communication bidirectionnelle entre les
cellules gliales et les neurones, suggérant que les astrocytes jouent un réle important
dans la physiologie du SNC (Haydon, 2001; Castonguay et al, 2001; Araque et al,

2001).

Les astrocytes ne sont pas excitable électriquement, mais démontrent une forme
d’excitabilité basée sur des variations de calcium (Ca®") intracellulaire qui peut étre
déclenche et modulé par des neurotransmetteurs incluant, le glutamate, 1’adénosine, la
norépinéphrine, le GABA, I’histamine, I’ATP, 1’acétylcholine, etc. Les astrocytes

expriment une grande variété de récepteurs qui, suivant leur stimulation par
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’application exogéne de neurotransmetteur, augmentent leur concentration en Ca*’
intracellulaire (Berger et al, 1995; Porter & McCarthy, 1997; Verkhratsky et al,
1998). Des études en culture cellulaire démontrent que la stimulation d’un seul
astrocyte produit une élévation de Ca®" intracellulaire qui se propage aux astrocytes
adjacent formant une vague calcique qui peut s’étendre a des centaines de
micrometres (Comell-Bell et al, 1990; Dani et al, 1992; Smith, 1994). Une fois
activées, les cellules gliales peuvent relacher différents transmetteurs comme le
glutamate, la D-sérine, le TNFa ou I’ATP (Araque et al, 1998a; Arcuino et al, 2002;
Newman, 2003; Araque & Perea, 2004). Ces transmetteurs, aussi nommé
gliotransmetteurs, effectuent une rétroaction sur les différents éléments synaptiques,
modulent la libération des neurotransmetteurs des terminaisons synaptiques et
permettent la régulation de 1’excitabilité neuronale post synaptique (Robitaille, 2002;

Auld & Robitaille, 2003; Araque & Perea, 2004).

Un des réles plus classique des astrocytes est le support trophique des neurones.
Plusieurs cellules gliales expriment et sécrétent des facteurs de croissances tels le
GDNF (Glial Derived Neurotrophic Factor), le BDNF (Brain Derived
Neurotrophique Factor), la NT-3 (Neurotrophine-3), le CNTF (Ciliary
Neurotrophique Factor) et le bFGF. Ces facteurs neurotrophiques sont des protéines
qui favorise le développement, la différenciation et la survie des neurones. Il a aussi
été démontré que ces protéines pourraient étre impliquées dans la plasticité du SNC
chez les mammiféres adulte. Prenons a titre d’exemple la potentialisation 4 long

terme (L'TP) qui est considéré comme une forme de plasticité synaptique. L’induction
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de la LTP dans I’hippocampe favorise 1’expression des ARNm du BDNF de la NT-3
(Patterson et al, 1992). De plus, ces facteurs de croissances semblent produire une
augmentation de la transmission synaptique dans ’hippocampe de rat (Levine et al,
1995; Kang & Schuman, 1995). Faisant suite a ces données, il a été démontré que les
souris knockout pour le BDNF ont une LTP déficiente (Korte et al, 1995; Patterson
et al, 1996). Ces quelques découvertes permettent de suggérer que les facteurs
neurotrophiques jouent un rdle important dans la plasticité neuronale chez 1’adulte.
Ces facteurs ont aussi une importante influence sur les neurones DAergiques. Par
exemple, la NT-3, le BDNF et le GDNF favorisent la survie et la différenciation des
neurones DAergiques (Hyman et al, 1991; Akerud et al, 1999; Lee et al, 2005). De
plus, le GDNF permet une augmentation de I’efficacité synaptique des neurones
DAergiques (Bourque & Trudeau, 2000) et prévient la mort des ces cellules suite a un

traitement au MPTP (Tomac et al, 1995).

Comme nous I’avons abordé plus t6t, la sensibilisation comportementale est une
forme de plasticité neuronale. Plusieurs facteurs de croissances semblent affecter son
développement. Des études ont évalué 1’effet de micro injections de NT-3 dans
I’ATV sur la réponse comportementale produit par une injection de cocaine. Cette
manipulation induit une augmentation de la réponse comportementale lors d’une
injection subséquente de cocaine deux semaines plus tard (Pierce et al, 1999).
L’injection dans ATV d’un inhibiteur des MEK (Mitogen-activated/Extracellulair
signal regulated Kinase), élément de la voies de signalisation du NT-3 et du BDNF,

avant ’administration de cocaine bloque le développement de la sensibilisation
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comportementale (Pierce et al, 1999) (figure 4.0). Ces résultats suggérent que le NT-3
dans I’ATV induit des changements dans le systtme mésolimbique qui sont
semblables & ceux causés par I’administration répétée de drogues psychostimulantes.
Le GDNF, membre de la super famille du TGFf (Transforming Growth Farctor ), a
par ailleurs suscité beaucoup d’attention due a ces effets trophiques sur les neurones
DAergiques de ’ATV (Lin et al, 1993; Gash et al, 1996). Contrairement aux autres
facteurs de croissance, le GDNF bloc les effets psychomoteurs normalement
engendrés par I’administration de cocaine. Ces mémes chercheurs ont démontré que
I’administration répétée de cocaine diminue la phosphorylation de RET (figure 4.0)
dans ’ATV (Messer et al, 2000). Donc, la diminution de la phosphorylation de RET
pourrait contribuer a la sensibilisation puisqu’elle interfere avec 1’effet inhibiteur du
GDNF. Finalement, le bFGF, (figure 4.0, figure 4.1) comme nous 1’avons défini plus
tét, est un facteur de croissance neurotrophique qui contribue largement a la
sensibilisation comportementale a I’AMPH. Puisque P’étude qui suit concerne
principalement le bFGF nous conclurons cette introduction en abordant plus en détail

ce facteur de croissance.
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Figure 4.0 Récepteurs et voies de signalisation de quelques facteurs de croissances

Figure 4.0 Voies de signalisations de quelques facteurs de croissances impliqués dans la dépendance
aux drogues d’abus. Notons que le bFGF est un facteur neurotrophique. Sa liaison & son récepteur
permet la dimérisation de celui-ci et contréle la transcrition de plusieurs génes qui seraient impliqués

dans la sensibilisation comportementale a I' AMPH.

Tiré de - Pierce & Bari 200!
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Figure 4.1 Récepteur et voies de signalisation du bFGF
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Figure 4.1 Suivant la liaison du bFGF sur son récepteur tyrosine kinase il y a dimérisation du
récepteur, phosphorylation des tyrosines et recrutement des seconds messagers nécessaires a la

signalisation intracellulaire et a la stimulation de la transcription génique.
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4.2 Le basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

Il y a, jusqu’a présent, 18 membres qui composent la famille des FGFs
(Fibroblast Growth Factors). Un des mieux connu est le bFGF, aussi nommé FGF-2,
qui fiit purifié et caractérisé par le groupe de Gospodarowicz en 1975. Dans le
cerveau du rat adulte on retrouve trois isoformes du bFGF avec des poids
moléculaires de 18, 21 et 22 kDa, tandis que chez I’homme les isoformes font plut6t
18, 22 et 24 kDa (Giordano et al, 1992). Ces isoformes représentent différents
produits de traduction d’un méme ARNm (Florkiewicz et al, 1991; Giordano et al,
1992). L’initiation de la traduction de I’isoforme 18kDa débute au codon AUG, tandis
que, les 1soformes de plus haut poids moléculaire, 21 et 22kDa sont générés a partir
des codons CUG (Florkiewicz & Sommer, 1989). Selon le type cellulaire, ces
isoformes se retrouvent dans différents compartiments cellulaires. Il semble que
I'isoforme 18 kDa soit cytoplasmique et que les isoformes 21 et 22 kDa soit
nucléaires (Renko et al, 1990; Renko et al, 1990). Le bFGF, contrairement a
plusieurs autres facteurs de croissance polypeptidique, ne posséde pas de peptide
signal lui permettant d’étre sécrété par la voie de sécrétion traditionnelle prenant
naissance dans le réticulum endoplasmique (RE) et le golgi. Plusieurs groupes de
recherches proposent que le bFGF soit relaché seulement aprés un dommage
cellulaire ou suite & la mort de la cellule exprimant la protéine (Klagsbrun &
Vlodavsky, 1988; D'Amore, 1990; Ku & D'Amore, 1995). D’autre proposent des

mécanismes de sécrétion qui seraient indépendant du RE et du golgi (Mignatti et al,
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1992; Florkiewicz et al, 1995). Ces différentes hypothéses restent encore a

approfondir et sont, pour le moment, encore bien controversés.

Le bFGF interagit avec des récepteurs spécifiques a la surface cellulaire. Quatre
familles de récepteurs pour les FGFs (FGFRs) ont été identifiés dans le cerveau, le
FGFR1 (flg), le FGFR2 (bek), le FGFR3 et le FGFR4 (Jaye et al, 1992; Johnson &
Williams, 1993). Ces récepteurs partagent certaines caractéristiques, comme un
domaine tyrosine kinase (TK) cytoplasmique, un domaine transmembranaire et un
domaine extracellulaire de liaison au ligand. De plus, il semblerait que le bFGF
possede un double systéme de récepteur c’est a dire, le FGFR et I’héparan sulfate
(HS) protéoglycan. Il est géneralement accepté que la présence des deux récepteurs
soit essentielle a 1’activité du bFGF (Turnbull et al, 2001; Delehedde et al, 2001). Le
mode par lequel les deux molécules, FGFR et HS, coopérent pour induire la
dimérisation et la signalisation intracellulaire est toute fois controversé. Selon les
études de Delehedde et al., (Delehedde et al, 2002), deux modéles pourraient étre
considérés, soit une molécule de bFGF dimérise le FGFR avec HS qui lie le bFGF et
le FGFR ou deux complexes indépendant de bFGF et HS permettent la dimérisation
du récepteur au FGF. Une chose est certaine, la liaison du bFGF induit la dimérisation
de son récepteur et ’activité tyrosine kinase intracellulaire (Mohammadi et al, 1996;
Schlessinger et al, 2000). Le FGFR est similaire a plusieurs autres récepteurs associés
au TK et active les mémes voies de signalisation. Par exemple, comme le démontre la
figure 4.1, le FGFR active la voies rassMAP kinase (Mitogen-activated Protein

Kinases) via la formation du complexe Shc/Grb2-Sos (Szebenyi & Fallon, 1999). La
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stimulation du FGFR permet aussi I’augmentation de 1’inisitol-1,4,5-trophosphate

(IP3) et du diacylglycérol (DAG), qui active ensuite la protéine kinase C (PKC),

augmente la calcium intracellulaire et finalement favorise 1’activation de la CaM

Kinase (Szebenyi & Fallon, 1999). Le bFGF est important dans le développement et

la fonction de plusieurs systémes biologiques. Le tableau 4.0 résume la panoplie

d’actions et de systémes influencés par le bFGF.

Tableau 4.0 Actions du bFGF dans différents systémes

Systémes
Implications/Réles/fonctions générales
et/ou organes
Cerveau Différentiation et survie des neurones
Vaisseaux Angiogenese, prolifération des cellules des muscles lisse.
sanguins Anthérogenése, contrdle de la pression sanguine
Poumons Développement des embranchements, fibrose
Membre Développement des membres
Muscle Myogenése
Os Chondrogencse
Stimulation de la granulopoiése, de la mégakaryocytopoiése,
Hématopoiese des cellules souches, favorise la survie cellulaire, effets anti-
apoptotiques
Systeme Spermatogenése
reproducteur
Yeux Favorise la survie des photorécepteurs
Meélanogenése, implications dans Ia production des
Peau L . .. .
kératinocytes, réparation tissulaire
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Lors du développement du systeme nerveux chez le rat, une importante
immunoréactivité contre le bFGF, aux stades embryonnaires E16 et E17, est notée
dans le cortex, le striatum, le tronc cérébral, la moelle épiniére et les ganglions
spinaux (Weise et al, 1993). Chez le rat adulte, le bFGF se retrouve dans 1<=;s
astrocytes, dans une sous population neuronale et parfois méme dans les microglies
(Gomez-Pinilla et al, 1992). Un des réles bien établis du bFGF est son rdle de facteur
neurotrophique, il semble participer au développement de 1’arborisation dendritique et
favorise les branchements neuronaux (Aoyagi et al, 1994; Bikfalvi et al, 1997; Abe
et al, 2001; Reuss et al, 2003). Il semble aussi réguler la différenciation cellulaire des
astrocytes et ’expression de la GFAP (Glial fibrillary acidic protein) in vitro (Reuss
et al, 2003). Les cellules gliales humaines et plusieurs types de lignée cellulaire
expriment le bFGF de facon nucléaire (Moffett et al, 1996; Joy et al, 1997;
Stachowiak et al, 1997a). Considérant I’hypothése que le bFGF nucléaire ne serait pas
sécrété, certaines données proposent ’implication d’une signalisation intracellulaire
(Joy et al, 1997; Stachowiak et al, 1997b). De plus, les astrocytes et les cellules de
gliome U251MG expriment le FGFR1 de fagon nucléaire (Stachowiak et al, 1997b),
ce qui vient appuyer les observations de plusieurs laboratoires concernant les effets
du bFGF nucléaire sur la prolifération et la migration cellulaire (Imamura et al, 1990;
Wiedlocha et al, 1994; Joy et al, 1997, Peng et al, 2002; Somanathan et al, 2003;
Stachowiak et al, 2003a). Par contre, la stratégie employée par le bFGF pour

influencer le développement des neurones reste encore a explorer.
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Comme nous I’avons amplement décrit dans la section 3.4, les astrocytes de
I’ATV et de la SN, expriment le bFGF nucléaire. Cette expression est augmentée lors
de I’administration répétée d’AMPH. De plus, les neurones dopaminergiques de la
SN, expriment le FGFR1 (Matsuo et al, 1994), "immunomarquage astrocytaire
contre le FGFRI1 n’est pas décrit dans ce model. L’augmentation de 1’expression du
bFGF par les astrocytes de I’ ATV et la SN semblerait impliquée dans I’initiation de la
sensibilisation comportementale, potentiellement via ’action du polypeptide, bFGF,

sur les neurones DAergiques, mais ceci reste a étre confirmé.
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5. Objectifs de I’étude

La prise de drogues d’abus, comme I’ AMPH, est associée 4 une adaptation du SNC,
en particulier dans la région du mésencéphale, qui comprend ’ATV et la SN. La prise
répétée d’AMPH induit un état de sensibilisation, soit une plus grande sensibilité de
I’animal, ou de ’homme, aux effets psychomoteurs de la drogue. Des études in vivo
ont suggéré que la sensibilisation a ’AMPH soit associée a I’augmentation de
I’expression d’un facteur de croissance, le basic fibroblaste growth factor (bFGF),
par les astrocytes du mésencéphale. Le rdle et la fonction précise du bFGF
astrocytaire dans le mésencéphale, ainsi que le lien entre I’augmentation de son
expression et I’induction de la plasticité synaptique dans les neurones DAergiques est
encore obscur. Notre hypothése est que 1’augmentation de I’expression du bFGF par
les astrocytes influence positivement la fonction et le développement synaptique des
neurones DAergiques. A 1’aide d’un modéle de co-culture d’astrocytes, provenant du
mésencéphale, et de neurones DAergiques nous évaluerons les impacts de
I’expression de bFGF sur la fonction et le développement synaptique des neurones

DAergiques.

Nos méthodes et résultats sont présentés dans la prochaine section, sous la forme

d’un manuscrit devant étre soumis prochainement pour publication.
p
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Abstract

Behavioural sensitization to amphetamine (AMPH) requires action of the drug in the
ventral midbrain where dopamine (DA) neurons are located. In vivo studies suggest
that AMPH sensitization requires enhanced expression of basic fibroblast growth
factor (bFGF) in the nucleus of midbrain astrocytes. One idea is that the AMPH-
induced increases in bFGF expression in astrocytes leads to enhanced secretion of this
peptide and to long-term plasticity in DA neurons. To study directly the effects of
astrocytic expression of bFGF on DA neurons we established a cell-culture model of
mesencephalic astrocytes and DA neurons. Immunolabeling showed that even in the
absence a pharmacological stimulus, the majority of mesencephalic astrocytes in
culture express bFGF at a nuclear level. Arguing against the idea that bFGF was
secreted, bFGF was undetectable in the extracellular medium (below 10 pg/ml).
However, supplementing culture medium with exogenous bFGF at standard
concentrations (20 ng/ml) lead to a dramatic change in the morphology of astrocytes,
increased spontaneous DA release, and inhibited synapse formation by individual DA
neurons. RNA interference (siRNA) against bFGF mRNA, caused a reduction in DA
release but produced no change in synaptic development. Together these data
demonstrate that under basal conditions (in the absence of a pharmacological stimulus
such as amphetamine) the growth factor bFGF is not secreted even though there is
abundant nuclear expression by astrocytes. The effects of bFGF seen here on DA
neurons are thus likely to be mediated through more indirect glial-neuronal
interactions, leading to enhanced DA release without a necessary change in synapse

number.
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Introduction

Psychomotor stimulant drugs such as amphetamine (AMPH) produce multiple
effects. Notable among them is their ability to increase extracellular levels of
dopamine (DA), increase locomotor activity and support self-administration in
humans and laboratory animals. The repeated intermittent administration of many
drugs of abuse such as AMPH results in a progressive increase in their psychomotor
activating and rewarding effects, a phenomenon known as behavioural sensitization
(Segal & Schuckit, 1983; Robinson & Becker, 1986; Kalivas & Stewart, 1991;
Robinson & Berridge, 1993; Vezina et al, 2002). One of the principal immediate
actions of AMPH is to increase extracellular levels of DA in the terminal and cell
body regions of midbrain DA neurons (Seiden et al, 1993; Sulzer et al, 1995; Kahlig

et al, 2005).

Repeated administration of AMPH into the ventral tegmental area (VTA) but not
into the nucleus accumbens (Nacc), is sufficient to induce sensitized behavioural
responses and enhanced DA release in response to subsequent systemic injections of
AMPH, or cocaine (Kalivas & Weber, 1988; Vezina & Stewart, 1990; Vezina, 1993;
Vezina, 1996). Glutamatergic transmission is necessary for sensitization. AMPH
increases glutamate efflux in the VTA (Wolf & Xue, 1998; Wolf & Xue, 1999; Wolf
et al, 2000) and both systemic and intra-VTA administration of NMDA, AMPA, or
metabotropic glutamate receptors antagonists during the induction phase of
sensitization prevent the development of sensitization to AMPH, or cocaine (Karler et

al, 1989; Karler et al, 1990; Karler et al, 1991; Stewart & Druhan, 1993; Li et al,
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1997; Druban & Wilent, 1999; Li et al, 1999). The long term changes induced in DA
neurons by stimulant drugs might in addition result from the activation of growth
factors, such as basic fibroblast growth factor (bFGF). Basic FGF is produced mainly
by astrocytes and promotes growth and survival of midbrain DA cells (Chadi et al,
1993; Bouvier & Miytilineou, 1995; Hou et al, 1997). Repeated intermittent AMPH
administration increases bFGF immunoreactivity (IR) in the VTA and SN for up to
one month (Flores et al, 1998). Moreover the co-administration of AMPH and
kynurenic acid, a broad spectrum glutamate receptor antagonist, blocks the increase
in bFGF-IR induced by AMPH. In addition, bFGF immunoneutralization blocks the
induction of sensitization to AMPH and co-treatment with CPP, an NMDA receptor
antagonist, prevents both the increase in the expression of bFGF in VTA and SN and
the development of sensitization (Flores et al, 2000). Basic FGF in the VTA thus
plays a critical role in sensitization to AMPH. Furthermore we have found recently
that AMPH induces dendritic growth in VTA DA neurons in vivo via endogenous
bFGF (Mueller et al, 2004).

The link between bFGF expression in VTA astrocytes and long-term plasticity in
DA neurons is unclear. To begin addressing this question we used a primary
mesencephalic culture system. We found abundant nuclear bFGF expression in
mesencephalic astrocytes under basal condition but this was not accompanied by
significant elevations of extracellular bFGF. Partial knockdown of bFGF using RNA

interference caused a reduction in DA release but not in synapse number.
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Materials and methods

Cell culture

For astrocytes culture, neonatal (PO to P2) Sprague-Dawley rats were
cryoanaesthetized and their brains were rapidly removed and transferred into ice-cold
dissociation solution. A 1-mm-thick slice was cut at the level of the midbrain flexure
from which a block of tissue, approximately 2mm? in size, was surgically isolated.
The blocks were digested in papain for 60 min at 37°C before being gently triturated.
The dissociated cells were diluted in BME and 5 ml of cell suspension was plated in
flasks (two rats were used per flask). 48 hours after plating, cells were washed with
cold BME to kill neurons and select glial cells. After one week, glial cells were
detached from the flask with a 0.05% trypsin solution and centrifuged. Cells were
counted and plated on standard coverslips coated with collagen/poly-L-lysine at 100
000 cells/ml. When the cells reached confluence, after 48 hours, fluorodeoxyuridine

(FUdR) was added to inhibit their proliferation.

Experiments measuring extracellular DA levels were performed using standard
DA neuron cultures prepared according to recently described protocols (Bourque &
Trudeau, 2000; Congar et al, 2002; Bergevin et al, 2002; Jomphe et al, 2003),
originally derived from (Cardozo, 1993) and (Sulzer et al, 1998). Overall, the
procedure involves plating neurons onto a pre-established monolayer of purified
astrocytes. The coating and the layer of astrocytes partially mimic the extracellular
matrix by promoting cell adhesion, growth, and survival. For some experiments,

cultures were treated at day two and five after neuronal plating and used at day seven.



52

For other experiments, cultures were treated at day five and seven and used at day 10

after neuronal plating.

For neuronal cultures, neonatal (PO to P2) Sprague-Dawley rats were
cryoanaesthetized and their brains were rapidly removed and transferred into ice-cold
dissociation solution. A 1-mm-thick slice was cut at the level of the midbrain flexure
from which a block of tissue, approximately 2mm? in size, was surgically isolated.
This block was found previously to contain most neuronal populations
immunoreactive for tyrosine hydroxylase, a DA biosynthetic enzyme. The blocks
were digested in papain for 30 min at 37°C before being gently triturated. The
dissociated cells were collected by centrifugation, counted, and plated at a
concentration of 350 000 living cells per millilitre. This concentration gave consistent
levels of extracellular DA and was optimal for neuronal viability. In order to provide
an extracellular milieu as rich as possible in natural growth factors, a flask plated with
astrocytes was filled with BME (Basal Medium Eagle) for two weeks to produce
conditioned medium (BME+). Neuronal cultures were maintained in a solution
composed of (1:3) BME+ and Neurobasal A supplemented with
penicillin/streptomycin, GlutaMAX-1, 10% fetal bovine serum (GIBCO, USA) and
B27 serum extender (Invitrogen). FUdR was added to the medium 24 hours after
neurons were plated to prevent cell division of newly plated cells, and kynurenic acid
(0.5mM), a broad sprectrum glutamate receptor antagonist, was added 7 days after
plating in order to prevent excitotoxicity. Cell cultures were incubated at 37°C in a

5% CO2 atmosphere.
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Experiments quantifying synaptic development were performed on isolated
neurons in p-droplet cultures. In this model, cultured neurons grow on p-droplets of
substrate that limit synaptic connectivity to the cells within the droplets. Under such
conditions, single neurons establish synaptic connections onto themselves, called
autapses, thus allowing measurements or quantification of synaptic development from
single isolated neurons. Coverslips were first coated with poly-L-ornithine and then
agarose, which prevent cell adhesion. Collagen was applied on top of the agarose
using a micro-sprayer, thus establishing droplets or islands of substrate that are
suitable for cell growth. Astrocytes and neurons were then plated in much the same
way as for standard cultures, although final concentrations for astrocytes and neurons
were respectively 60 000 and 100 000 living cells per millilitres. These proportions

maximized the number of p-droplets containing single neurons.

Sampling procedure and dopamine assay

In order to examine extracellular DA levels, standard neuronal cultures were
deposited in a well containing 400 ul of normal saline (NS) from which 100 pl
samples were drawn every 3 min. The NS was composed of (in mM): NaCl 140; KCl
5; MgC_lz 2; CaCl, 2; Sucrose 6; Glucose 10; HEPES 10. Osmolarity was 305-310
mOsm and pH was adjusted to 7.35 with NaOH 5N. Numbered aliquots were
prepared prior to the experiment containing 2 pl of preservative solution (pH 6.5)
consisting of ethylene glycol-bis(B-amino-ethyl ether)-N,N,N’N “tetraacetic acid

(EGTA) (90 mg/ml) and reduced glutathion (60 mg/ml) in order to prevent the
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oxidation of DA. The aliquots also contained 20 pl of distilled water to yield
sufficient volume for the automatic injection into the HPLC system (automatic
mjection of 100 pl). The data shown in this paper were corrected for this dilution. The
collected 100 pl-samples of extracellular medium (25% of total volume) withdrawn
from the well were dropped into the numbered aliquots and immediately replaced
with an equivalent volume of fresh NS. The aliquots were put on dry ice for the
duration of the experiment (usually 50 min) and then stored at —80°C until analysis
with the HPLC system. The first four aliquots were usually not analysed since
preliminary experiments showed that extracellular levels of DA required 15 min to
stabilize. Samples were thawed and then placed onto the stage of the HPLC system
(Gilson, Villiers-Le-Bel, France), to be injected automatically every 10 min. HPLC
coupled to a coulometric detector (Coulochem IT; ESA, Bedford, USA) was used to
detect DA (detection limit: approximately 25 pg/100 pl sample). For experiments
evaluating the impact of treatments on evoked DA release, saline containing 40mM

potassium was used. NaCl was lowered by 40mM to prevent changes in osmolarity.

Immunocytochemistry

Cells were fixed with 100% methanol for 5 min at 4°C, permeabilized with 0.1%
triton X-100 for 10 min and bathed for 5 min in a solution containing BSA (0.5%) in
order to block nonspecific binding sites. Cells were then incubated overnight at 4°C
with primary antibodies: rabbit monoclonal antibody against TH (1:1000; Pelfrez
Biological, USA), mouse monoclonal anti- bFGF (1:500; Upstate biotechnology,

Lake Placid, NY), mouse monoclonal anti-SV2 (1:500; Developmental Studies



55

Hybridoma Bank, Iowa, USA) or rabbit polyclonal anti-cow S-100 (1:5000; DAKO,
California, USA). Primary antibodies were detected using Alexa-488 or Alexa-647
(1:200) (Molecular Probes Inc., Eugene, OR) fluorescently labelled secondary
antibodies before being finally mounted with Vectashield (Vector Laboratories,

Burlingame, USA).
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Confocal microscopy

p-droplet neuronal cultures pre-treated with neutralizing anti-bFGF antibody,
exogenous bFGF, siRNA against bFGF were immunolabelled with anti-TH and anti-
SV2. Primary antibodies were detected using Alexa-488 and Alexa-647, respectively.
Images were acquired using a point-scanning confocal microscope from Prairie
Technologies LLC (Middleton, WI, USA). Excitation was achieved using the 488nm
line of an argon ion laser and the 633nm line of a helium ion laser. Images were
analysed using Metamorph software v4.5 from Universal Imaging Corp

(Downingtown, PA, USA).

Small interfering RNA (siRNA)

The siRNA were synthesized in vitro with a construction kit from Ambion
(Austin, TX, USA). Three different oligonucleotides were tested and the most
effective were selected. RNAiFect reagent from Qiagen (Mississauga, Ontario, CAN)
was used for lipofection. Depending on the cell surface the quantity of siRNA and
RNAifect reagent were changes respecting the 1/5 ratio, 1pg of siRNA for 5ul of
RNAifect reagent. The astrocytes were incubated for 24 hours with the transfection
complex. We performed transfection with the siRNA against bFGF. Control
experiments were performed with siRNA against glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH) and without any siRNA.
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Western blot

Purified astrocytes from midbrain primary cultures were transfected with siRNA
against bFGF, using RNAiFect lipofection reagent (Qiagen). The transfection
complexes were applied to cells for 24hours. Cell monolayers were then washed with
tris-buffered saline (TBS) (pH 7.4) and immediately lysed (lysis buffer; TBS with 1%
of IGEPAL CA-630 and 0.5% SDS 20% with added protease inhibitors; PMSF 1:100,
Leureptin 1:100 and Pepstatin 1:1000). Cell lysates (30ug) were resolved by
electrophoresis on 15% polyacrylamide minigels and transferred on pure
nitrocellulose membrane (0.45pm). Blots were probed with anti-bFGF (1:500) and
anti-By-Actin (1:10,000; Abcam, Cambridge, MA, USA). Bound antibodies were
detected using horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies (Jackson
immunoresearch laboratories, West Grove, PA, USA) and revealed by
chemiluminescence (SuperSignal, West Pico Chemoluminescence Substrate, Pierce,
Rockford, IL, USA). The blots were quantify by densitometric evaluation with

ImageQuant software (Amersham Biosciences, Baie d’Urfé, Qc, CAN).

ELISA test against bFGF

A human basic FGF ELISA Kit from Calbiochem (San Diego, CA, USA) was
used to evaluate the extracellular concentration of bFGF. We first performed standard
curves with bFGF protein at known concentrations (160, 80, 40, 20, 10 and 0 pg/ml).
Optical density was recorded for the standard samples and unknown samples and the

bFGF concentration was calculated according to the standard curve.
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Results

bFGF is expressed in the nucleus of the majority of cultured mesencephalic
astrocytes

We first examined the expression of bFGF in primary mesencephalic cells in
culture. Using double-label immunocytochemistry to detect bFGF and the astrocyte-
specific protein S-100, we found that bFGF immunoreactivity was present in the
majority of astrocytes but not in neurons (Fig. 1A, 1B, 1C, 1D). The labelling was
essentially nuclear in all cells examined (Fig. 1E). Western blots prepared from

purified astrocytes showed that all three bFGF isoforms can be detected (Fig. 1F).

bFGF does not appear to be secreted

The capacity of bFGF-expressing cells to release this growth factor is
controversial. We thus performed an ELISA test to determine whether the high
expression of bFGF by mesencephalic astrocytes is accompanied by detectable
extracellular accumulation of bFGF. Culture medium from astrocyte cultures,
astrocyte-neuron mixed cultures or control medium not exposed to cells were
compared. In all cases, bFGF levels were found to be below the limit of detection,
which was around 10 pg/ml (Fig. 2A, 2B). These data show that abundant bFGF
expression by cultured mesencephalic astrocytes is not accompanied by significant

secretion of this polypeptide.
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Additional support for a lack of bFGF secretion

In support of our conclusion of a lack of bFGF secretion, we found that the
morphology of cultured astrocytes in our model did not show the characteristic highly
stellar shape of astrocytes exposed to bFGF (Eclancher et al, 1996a; Reilly et al,
1998a; Brambilla et al, 2003). Indeed, treatment of cultured astrocytes with
exogenous bFGF produced the expected striking alteration in cell morphology (Fig.

2C, 2D)

Another prediction deriving from the lack of bFGF secretion is that extracellular
application of a bFGF function-blocking antibody should fail to affect DA neurons.
Using isolated DA neurons after two days in p-culture (Fig. 3A), we quantified
synaptic development following a five-days treatment with neutralizing anti-bFGF
mouse monoclonal antibody (10 pg/ml). We found that the treatment had no effect on
the synaptic development of DA neurons (Fig. 3B). As a positive control, we also
examined the effect of exogenous bFGF (20 ng/ml) on synaptic development. As
shown in figure 3C, exogenous bFGF actually caused a small but significant

inhibition of synaptic development.

To provide a more direct evaluation of the functioning of DA neurons, we also
used HPLC to measure basal as well as K'-evoked DA levels in standard mixed
mesencephalic cultures. Each coverslip contained between 300 and 800
spontaneously firing DA neurons (St-Gelais et al, 2004). We initially treated standard

cultures at day two in culture with exogenous bFGF (20 ng/ml), repeating the
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treatment at day four in culture. DA levels were then sampled at day seven. Exposure
to bFGF caused a significant increase in the basal level of extracellular DA (197.35 +
8.80 pg/ml, n=21) compared to control cells not exposed to bFGF (149.36 + 7.15
pg/ml, n=15) (p< 0.05) (Fig. 4A). Potassium-evoked DA release was not significantly
affected by exogenous bFGF (768.00 + 71 pg/ml, n=21 vs. 710.40 + 80 pg/ml, n=15)
(Fig 4A, 4B). Similar experiments were performed on more mature cultures treated at
days five and seven in culture, with DA sampled at day ten. Basal DA release was
again significantly higher after bFGF treatment (351.92 + 37.3 pg/ml, n=18 vs.
236.13 £ 24 pg/ml, n=12) (p< 0.05) (Fig. 4C, 4D). Potassium-evoked DA release
showed a modest but non-significant increase (1954.61 = 245 pg/ml, n=18 vs.
1574.22 + 203 pg/ml, n=12). Together these findings show that exogenous bFGF can
affect the function of DA neurons and the morphology of astrocytes. These findings
argue that if endogenous bFGF had been released by astrocytes in our cultures, it
should have produced effects similar to those produced by exogenous bFGF and these
effects should have been blocked by a function blocking antibody. The effects of this
growth factor on DA neurons are therefore unlikely to be mediated through

extracellular secretion.

RNA interference against bFGF decreases dopamine release but not synapse
number

If bFGF is not secreted, an alternate hypothesis is that it acts within astrocytes to
indirectly affect the functioning of DA neurons. To test this hypothesis we used RNA

interference (siRNA) to decrease endogenous levels of bFGF in confluent cultured
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astrocytes. Figures SA and 5B show that bFGF expression was decreased by 50 to
60% 24 hours after transfection with siRNAs. Quantified independently, the 18kDa
isoform was decreased to 48.58 + 8.60% of control (n=5) (p<0.05), the 21kDa
isoform to 40.35 + 9.98% of control (n=5) (p<0.05) and the 22 kDa isoform to 43.78&
+ 8.54% of control (n=5). Transfection with a control siRNA directed against
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) failed to significantly affect

bFGF levels (Fig. 5A)

Using standard mixed cultures we next transfected siRNA against bFGF at day
seven in culture and sampled extracellular DA levels at day ten in culture.
Downregulation of bFGF in astrocytes caused a significant reduction in basal DA
levels (115.22 + 7.31 pg/ml, n=14, vs. 161.57 + 20.60 pg/ml, n=9) (p<0.05) (Fig. 6A,
6B). Potassium-evoked DA release was also slightly decreased, but the effect did not
reach statistical significance (1012.12 + 111.4 pg/ml, n=14, vs. 1346.12 + 161.0
pg/ml, n=9) (Fig. 6A, 6B). Similar siRNA transfection experiments were also
performed in isolated DA neuron at day two in culture and fixed for analysis at day
seven in culture. As shown in Figure 6C, this failed to affect synaptic development. It
would appear from these findings that a reduction of bFGF protein levels in
astrocytes reduces basal DA release, but does not affect the synaptic development of

DA neurons.
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Discussion

The objective of the present study was to establish the role of astrocytic bFGF in
the synaptic development and function of DA neurons. We show that in VTA
astrocytes in primary culture, bFGF protein is expressed in the vast majority of cells.
However, its expression is exclusively nuclear and it does not appear to be actively
secreted. Using a RNA interference strategy, we found that decreasing endogenous
bFGF protein levels produced no change in synapse number, but decreased DA
release. Taken together, these results suggest that astrocytic bFGF acts indirectly on
DA neurons to enhance their synaptic function without directly influencing

morphological synapse development.

Although this has never been quantified directly, it appears that in the mature
brain, only a relatively small proportion of astrocytes express nuclear bFGF under
basal conditions (Tessler & Neufeld, 1990; Woodward et al, 1992; Szele et al, 1995;
Salik et al, 2005). Interestingly, the number of astrocytes that express nuclear bFGF
in the ventral midbrain increases following repeated-intermittent AMPH
administration (Flores et al, 1998; Flores et al, 1999; Flores et al, 2000). Since we
find that most cultured astrocytes express nuclear bFGF, it may be that the process of
cell dissociation and culture puts these cells in a state similar to that found after

sensitization to drugs of abuse (Flores et al, 1998).

Basic FGF is a polypeptide that exists in three isoforms with molecular weight of

18, 21 and 22kDa, respectively in the rat (Powell & Klagsbrun, 1991; Giordano et al,
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1992). The 18 kDa isoform is reported to be predominantly cytoplasmic while the
high molecular weight isoforms are preferentially localized in nuclear and ribosomal
compartments (Renko et al, 1990; Florkiewicz et al, 1991; Klein et al, 1996). Even if
all three isoforms are expressed in our preparation, only nuclear expression can be
detected in cultured mesencephalic astrocytes (Fig. 1). Human astrocytes have
however been reported to express both nuclear and cytoplasmic bFGF (Stachowiak et
al, 1994; Moffett et al, 1996; Joy et al, 1997). The capacity of bFGF to be secreted
has long been the subject of debate. The mechanism of bFGF secretion remains
unclear since the peptide bears no signal sequence (Abraham et al, 1986a). bFGF also
does not progress through the endoplasmic reticulum and the Golgi via the regulated
secretory pathway (Abraham et al, 1986a; Abraham et al, 1986b; Schweigerer et al,
1987). It has been suggested that bFGF is released from cells as the result of cell
death or cell damage, during non-lethal membrane disruption or following chemical
injuries (Klagsbrun & Vlodavsky, 1988; McNeil et al, 1989; D'Amore, 1990; Ku &
D'Amore, 1995). Others have proposed that bFGF is released by cells via a secretory
pathway that is independent from the endoplasmic reticulum or Golgi (Vlodavsky et
al, 1987; D'Amore, 1990; Rifkin et al, 1991; Mignatti et al, 1992; Florkiewicz et al,
1995). Moreover, Le Roux and Esquenazi (2002), used western blotting to
demonstrate the presence of bFGF in media conditioned by cortical astrocytes (Le &
Esquenazi, 2002). Although we have not evaluated here whether the bFGF contained
in our astrocytes can be released by chemical or pathological stimuli, our ELISA
measurements show quite clearly that extracellular bFGF levels are extremely low

and actually correspond to background signal (Fig. 2A, B). Such low levels are
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insufficient to produce effects typically induced by modest concentrations of
exogenous bFGF such as induction of a stellate morphology in astrocytes (Eclancher
et al, 1990; Eclancher et al, 1996b; Reilly et al, 1998b), an effect that was readily
seen in our experiments after short-term exposure to exogenous bFGF (Fig. 2D).
Compatible with the hypothesis that bFGF is not released, we observed that treatment
of isolated DA neurons with bFGF neutralizing antibodies did not change the synaptic
development of DA neurons (Fig. 3A) (Fig. 3B). However, exogenous bFGF caused a
modest but significant decrease in synapse number (Fig. 3C). This observation is
compatible with the earlier work of Williams et al. (1995), who showed that bFGF
can under certain circumstances inhibit neurite outgrowth in a dose dependent manner
via arachidonic acid production (Williams et al, 1995). We thus conclude that the
abundant nuclear bFGF is not released in any significant manner in our midbrain

astrocytes cultures.

Even though we found that bFGF is not released, a decrease in endogenous bFGF
levels in response to RNAI directed against bFGF mRNA caused a decrease in DA
release (Fig. 6A, 6B). This implies that astrocytic bFGF acts to promote DA release.
If bFGF is not released from astrocytes, then how could it lead to plastic changes in
DAergic neurons such as enhanced DA release? Trudel et al. (Trudel et al, 2000)
proposed that bFGF can be translocated to the cell surface without release in the
conditioned media. This hypothesis is not readily compatible with our results since
whether it is released or not in the medium, its presence on the extracellular

membrane should activate bFGF receptors and cause physiological effects such as
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induction of a stellate morphology in astrocytes. Another interesting hypothesis
proposed by Stachowiak and collaborators (Stachowiak et al, 1997a; Stachowiak et
al, 1997b; Hu et al, 2004) is that FGFR1 is localised in the nucleus and could serve
as an effector for nuclear bFGF. Cellular effects of bFGF could indeed be mediated
by an intracellular (intracrine) pathway (Logan, 1990) (Sherman et al, 1993) (Bouche
et al, 1987; Nakanishi et al, 1992; Arese et al, 1999) that operates through nuclear
FGFR1. Functional FGFR1 within the nucleus could mediate the mitogenic effects of
bFGF in many cell types (Imamura et al, 1990; Wiedlocha et al, 1994; Bikfalvi et al,
1995; Joy et al, 1997). Activation of such receptors could perhaps also mediate the
effects we have noted on synaptic function in the present study. This could occur if
nuclear bFGF regulates various aspects of glial-neuronal communication, for example
through induction of the release of growth factors or other gliotransmitters such as

glutamate or ATP (Cotrina et al, 2000; Haydon, 2001; Ullian et al, 2004).

Based on our results, it may now be necessary to reconsider the range of possible
models proposed by Flores and Stewart to explain AMPH sensitization (Flores &
Stewart, 2000b). As previously proposed, AMPH may lead to D; DA receptor
stimulation in the VTA (Hosli & Hosli, 1993; Bal et al, 1994; Luo et al, 1998;
Zanassi et al, 1999), thus causing en elevation of extracellular glutamate and
stimulation of bFGF synthesis in astrocytes. We can now hypothesize that at least in
part, some of the long-term plasticity induced in DA neurons under such
circumstances (Mueller et al, 2004) may result from bFGF-mediated intracrine

signalling in astrocytes, leading to the generation of a secondary diffusible messenger
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or some contact-dependent signal in DA neurons. Further experiments will be
required to test this hypothesis and evaluate more closely the nature of the glial-

neuronal mechanisms potentially involved.

In conclusion, our work shows that cultured mesencephalic astrocyte express
abundant levels of bFGF in their nuclear compartment but that this growth factor may
not necessarily be released. Instead, intracellular activation of bFGF signalling
pathways may regulate astrocyte function and signals, indirectly leading to the

functional regulation of DA neurons.
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Figure legends

Figure 1. bFGF is expressed in the majority of cultured mesencephalic
astrocytes. (A) Immunofluorescence image showing nuclear expression of bFGF in
mesencephalic astrocytes in culture (green). (B) Same astrocytes as in A after
immunostaining against the glial protein S-100 (red). (C) Co-localisation (yellow) of
bFGF (green) and S-100 (red) shows that bFGF is expressed in the nucleus of
astrocytes. (D) Phase contrast image merged with bFGF immunoreactivity (green)
showing astrocytes and neurons in co-culture. Note that only astrocytes show bFGF
immunolabelling. (E) bFGF and S-100 double-labelling examined at low power
(10X). Note that the vast majority of astrocytes (red) express bFGF (green). (F)
Western blot analysis, of multiple extracts prepared from mesencephalic astrocytes,

showing that the three bFGF isoforms are expressed.

Figure 2. bFGF does not appear to be secreted. (A) A bFGF ELISA test was
performed with different culture media including: fresh neurobasal without serum
(NB), neurobasal conditioned by exposure to neurons and astrocytes (Cond. NB),
fresh basal medium eagle (BME), BME conditioned by exposure to purified
astrocytes grown in flask for 2 days (BME 2d) or 7 days (BME 7d) , neurobasal with
serum (NB + serum), and neurobasal conditioned by exposure to neurons and
astrocytes in micro-culture (u-culture NB) and standard cultures (Std culture NB).

Finally, the control column represents the signal produced by the lowest tested
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concentration of bFGF measured with the ELISA test (10pg/ml) and represents the
limit of detection. Note that in all cases, bFGF concentrations were below the level of
detection. (B) ELISA standard curve showing our ability to detect concentrations in
the low pg/ml range. (C) Immuno-labelling against S-100 protein in a control culture.
(D) Immuno-labelling against S-100 protein in a culture treated for 7 days with
exogenous bFGF (20ng/ml). Note the stellate appearance of astrocytes after treatment

with bFGF.

Figure 3. Extracellular bFGF does not increase synaptic development. (A) Single
neurons in p-culture after immunostaining for tyrosine hydroxylase (TH) (green) and
for the synaptic vesicle protein SV2 (red). The lower image shows a higher resolution
portion of the SV2 signal delimited by the white dotted box. Small SV2+ punctuate
structures were considered as putative axon terminals and counted using Metamorph
Software. (B) Five days treatment with a bFGF neutralizing antibody (10ug/ml) did
not change the number of morphologically identifiable axon terminals counted at day
seven in culture (n=44) compared to control (n=49). (C) Five days treatment with
exogenous bFGF (20ng/ml) caused a decrease in synapse number, counted at day

seven in culture (n=32) compared to control (n=27).
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Figure 4. Exogenous bFGF enhances dopamine release. (A) HPLC was used to
measure basal (due to spontaneous firing) and 40mM K" evoked DA release. bFGF
was applied at days two and four in culture, and DA sampling was performed at day
seven in culture. (B) Summary data of the experiment shown in A4, showing the
average DA concentrations during the baseline period. Basal levels were significantly
higher after exogenous bFGF (20ng/ml) (triangles, n=21) in comparison to control
(diamonds, n=15) (t-test, p< 0.05). (C) Same experiment as in 4 except that bFGF
was applied at days five and seven in culture and sampling were performed at day ten.
Note that DA levels are higher in these cultures due to more extensive synaptic
development after 10 days in culture. (D) Summary data of the experiment shown in
C, showing the average DA concentrations during the baseline period. Basal levels
were again significantly higher after exogenous bFGF (20ng/ml) (triangle, n=18) (t-

test, p< 0.05) compared to control (diamonds, n=12).

Figure 5. RNA interference decreases bFGF levels. (A) Western blot showing the
decrease of the three bFGF isoforms after transfection with siRNA against bFGF
mRNA compared to control, n=5. Used as a negative control, siRNA against GAPDH
did not reduce bFGF levels. (B) Histogram showing the quantification of bFGF

isoforms after siRNA transfection, t-test, p< 0.05.
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Figure 6. bFGF siRNA decreases dopamine release but not synapse number. (A)
HPLC measurements of basal (due to spontaneous firing) and 40mM K* evoked DA
release. Control cells (diamonds, n=9) and siRNA transfected cells (triangles, n=14)
were treated at day seven in culture and sampling was performed at day ten in culture.
(B) Summary diagram showing the average DA concentrations during the baseline
period. siRNA treatment caused a significant decrease relative to the control group
(t-test, p< 0.05). (C) Single neuron cultures transfected with siRNA (n=97) did not
show a decrease in synapse number at day seven in culture compared to control

(n=65).
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Discussion
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6. Considérations méthodologiques

6.1 Utilisation de la culture cellulaire

De nombreux modeles expérimentaux ont été utilisés afin d’étudier les divers
aspects de la fonction du bFGF. D’abord, certaines études in vivo, concernant la
dépendance aux drogues d’abus, ont étudié le réle du bFGF dans le développement
d’une forme de plasticité neuronale en réponse a l’administration intermittente
d’AMPH, un phénomeéne appelé sensibilisation (Kalivas & Stewart, 1991; Stewart &
Badiani, 1993). La sensibilisation se traduit par une plus grande réponse de 1’animal
ou de I’homme aux effets psychomoteurs de la drogue. Une des actions principales de
I’AMPH est ’augmentation des niveaux de DA extracellulaire dans les régions
terminales et somatodendritiques des neurones DAergiques. Cette augmentation de
DA extracellulaire entraine une cascade d’événements responsables de la plasticité
neuronale que 1’on retrouve dans la sensibilisation. Entre autre, Flores et al. (1998),
ont proposé¢ que l’induction de I’expression du bFGF dans les astrocytes du
mésencéphale soit impliquée dans la sensibilisation. Leur modéle consistait en des
animaux prétraités de facon intermittente a I’AMPH dont les changements dans le
comportement moteur sont évalués. Suite a ces mesures, les animaux ont été sacrifiés
afin d’évaluer I’'immunoréactivité astrocytaire contre le bFGF sur des tranches de
cerveau contenant I’ATV et la SN. Ces études (Flores et al, 1998; Flores et al, 2000;
Flores & Stewart, 2000a) ont permis de démontrer I’'implication du bFGF dans le

processus de sensibilisation. Cependant, les résultats obtenus avec des modeéles in



92

vivo sont souvent difficiles & interpréter de part les multiples effets indirects
potentiels. En effets, alors que ces études ont démontré I’importance du bFGF
astrocytaire dans la sensibilisation, le lien entre cette induction de bFGF dans les
astrocytes et la plasticité subséquente des neurones dopaminergiques n’est pas clair et

sera difficile a établir dans le modele in vivo.

La culture cellulaire quant a elle, est un modele plus simple ou les effets indirects
son plus facile a contréler et a interpréter. De plus, une analyse mécanistique est plus
facile a effectuer que in vivo. Dans le cadre du présent travail, puisque nous désirions
étudier les impacts du bFGF d’origine astrocytaire sur le développement et la fonction
des neurones DAergiques, l'utilisation de co-cultures primaires d’astrocytes du
mésencéphale et de neurones DAergiques s’imposait. Afin d’étudier ce concept nous
avons entre autre, évalué le développement synaptiques des neurones DAergiques a
I’aide d’un modele de culture p-goutte. Ce modele permet d’isoler un seul neurone
DAergique sur une goutte de substrat. Ensuite, a 1’aide de technique
d’immunomarquage nous avons quantifié le nombre de synapse qu’il établi avec lui-
méme. Cette technique nous permet de compter les synapses appartenant a un seul
neurone. La quantification synaptique peu difficilement s’éffectuer dans un modele in
vivo, puisqu’il devient trés complexe voir méme impossible de discerner les
terminaisons synaptiques d’un neurone donné quand ce dernier est entouré de millier
d’autre prolongement et terminaisons. Evidement, la culture cellulaire comporte des
limites quant a I’intégrité du systéme : La mise en culture élimine les prolongements

existants, les cellules sont étalées et émettent de nouveau prolongements selon une
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autre structure. Cependant, tout en tenant comptes des limitations, c’est un modele
idéal afin de quantifier le développement synaptique. I facilite aussi 1’utilisation de la
technique d’interférence a ’ARN ainsi que la mesure de DA extracellulaire par

HPLC.

De plus, suite a la sélection de notre modéle, des études préliminaires nous ont
permis de sélectionner un type de cellule gliale exprimant de hauts niveaux de bFGF.
Comme nous I’avons d’écrit dans la section matériel et méthode, les astrocytes en
culture que nous avons utilisé provenaient du mésencéphale. De plus, notre protocole
de culture d’astrocytes comportait une étape de passage a froid, qui avait pour but
d’éliminer la présence de neurones et de sélectionner un type de cellule gliale
adhérente, que nous nommerons cellule gliales purifiées. Afin de nous assurer
d’utiliser des cellules gliales exprimant de hauts niveaux de bFGF, nous avons
analysé par immunobuvardage le contenu en bFGF des astrocytes purifiés, ainsi que
celui des astrocytes primaires. Nous avons aussi comparé les cellules gliales
provenant du mésencéphale et celles provenant du cortex. L’annexe I démontre que
I’expression du bFGF est plus importante pour les cellules gliales purifiées provenant

du mésencéphale.

Selon le groupe de Stachowiak, (Stachowiak et al, 1994; Moffett et al, 1996; Joy
et al, 1997), ’expression du bFGF par les astrocytes est majoritairement nucléaire.
Nos résultats ont confirmé ces observations (Fig. 1). De plus, nous avons noté que la

majorité des astrocytes en culture expriment le bFGF (Fig. 1E), ce qui n’est pas le cas
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in vivo. De plus, cette expression représente un inconvénient, puisque nous n’avons
pas trouvé le moyen d’augmenter les niveaux de bFGF intracellulaire. Pour des
raisons encore indéterminées, nous pourrions suggérer que la mise en culture favorise
I’expression du bFGF d’origine nucléaire. Cependant, ce désavantage pourrait étre,
jusqu’a un certain point intéressant, puisque ce modéle peut étre un analogue de la
sensibilisation sans la nécessité de stimuler les cellules & I’AMPH. Nous pourrions

alors suggérer que notre modele représente le pendant in vitro de la sensibilisation.

6.2 Echantillonnage et mesure de la dopamine

Les techniques expérimentales permettant de mesurer la dopamine sont multiples. Les
approches couramment utilisées de nos jours sont I’HPLC, la voltamétrie et
I’ampérométrie. Ces méthodes d’électrochimie tirent profit de la réaction d’oxydation
décrite a la figure 6.0, ci-dessous.

Figure 6.0 Electro-oxydation de la dopamine

HO 0
N +2e"+2H*
NH, NH,
HO o

DOP AMINE DOP AMINE ORTHO-QUINONE

Tiré de : www.qmv.ac.uk/~ugha014/aboutFCV .html
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Gréace a la mesure de courant induit par la perte de deux électrons pour chaque
molécule de DA oxydée, on arrive a une estimation de la quantité de dopamine
présente au départ. Reposant sur le méme principe électrochimique de base, ces
méthodes différent et comportent certains avantages et inconvénients (Finlay &
Zigmont, 1995). L’HPLC implique le passage d’un échantillon & travers une colonne
de filtration qui en séparera les composantes avant qu’elles ne soient oxydées par un
courant électrique. La séparation de 1’échantillon nous permettra de connaitre en plus
de la quantité des diverses composantes de I’échantillon, le temps mis par ces
composantes pour traverser la colonne, appelé temps de rétention. Suite a la
comparaison avec un échantillon témoin d’une composition connue, la filtration
permettra de déterminer avec une précision remarquable la composition chimique de
I’échantillon. Le principal inconvénient de I’HPLC vient du fait qu’une quantité assez
¢levée d’échantillon soit nécessaire au passage a travers la colonne. Au contraire la
voltamétrie permet quant & elle de mettre en contact direct I’électrode d’oxydation et
le milieu extracellulaire, grace a son insertion a I’intérieur d’une pipette de verre que
I’on peut enfoncer au coeur du tissu nerveux. On peut alors mesurer la dopamine
extracellulaire en temps réel. La sensibilité de la voltamétrie est cependant moindre
que celle de 'HPLC et ne permet pas de mesurer les niveaux relativement faibles
associés a la libération spontanée de la DA. Son utilisation nécessite la stimulation du
tissu. L’ampérométrie est aussi un outil efficace. Plus sensible que la voltamétrie, elle
permet de mesurer les évenements unitaires de relache vésiculaire (Jaffe et al, 1998).
Toutefois, son utilisation dans les tranches et encore davantage in vivo est compliquée

puisque l’ampérométrie ne permet pas de reconnaitre 1’identité de la substance
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oxydée. Etant donnée leurs caractéristiques distinctes, ’HPLC, la voltamétrie et

I’ampérométrie représentent des approches complémentaires plutdt que redondantes.

Puisque notre objectif consistait a étudier la libération spontanée et évoquée de
dopamine, I’utilisation de I’HPLC s’imposait. Afin de mettre au point le protocole
d’échantillonnage du milieu ou reposent les cultures, nous nous sommes inspirés des
travaux de Rouge-Pont, (Rouge-Pont et al, 1999). IIs ont montré que les niveaux
extracellulaires de DA augmentaient en fonction de 1’age des cultures (entre 9 et 33
jours) et qu’ils étaient proportionnels au nombre de cellules dopaminergiques
présentes sur la lamelle (entre 300 et 2300). Nos conditions de culture produisent
entre 300 et 800 cellules DAergiques par lamelle, que nous utilisons & 7 ou 10 jours
aprés la mise en culture. Le maintient de 1’équilibre extracellulaire sera grandement
affect¢ par la fréquence et ’ampleur de I’échantillonnage. Par exemple, un
échantillonnage trop rapide ou trop important pourrait engendrer des niveaux
extracellulaires irréguliers si la libération n’arrivait pas a compenser la disparition de
la dopamine extracellulaire. Nous avons remarqué que les cellules nécessitaient une
période de 15 min suivant le transfert dans le bain expérimental afin que les niveaux
ambiants de DA se stabilisent. Finalement, [’échantillonnage au 3 min,
comparativement a 5 min pour (Rouge-Pont et al, 1999), nous a permis de maintenir

des niveaux de DA stables.
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6.3 Interférence a ’ARN : siRNA

Parmi les techniques expérimentales permettant de diminuer I’expression génique
dans une cellule donnée, nous aborderons briévement les techniques utilisant des
oligonucléotides antisens et des ARN interférents. Les oligonucléotides antisens,
développés durant les vingt dernieres années sont largement utilisés afin de réguler
I’expression génique tant dans les modeles de culture cellulaire que in vivo (Braasch
& Corey, 2002). Cette stratégie provient d’un mécanisme de régulation se produisant
naturellement chez les cellules bactériennes. L’hybridation de I’ARN antisens
complémentaire a un ARNm donné, bloc la reconnaissance du codon d’initiation a la
sous unité 30S du ribosome et prévient I’initiation de la traduction. Cette stratégie de
contréle par antisens a été adaptée par les chercheurs afin d’inhiber
expérimentalement 1’expression génique dans les cellules eucaryotes. Dans cette
approche, un vecteur complémentaire a ’ARNm cible est construit et son
introduction dans une cellule donnée inactive 1’expression du gene encodé par

I’ ARNm neutralisé.

L’interférence a I’ARN, a d’abord été découverte chez le vers nématode
Caenorhabditis elegans (Fire et al, 1998). La présence ou I’injection d'un ARN
double brin (200 nucléotides) est utilisé afin d’inhiber 1’expression d’un gene donné
dans une variété d’organismes et de types cellulaires. Comme le démontre le schéma
de la figure 6.1 ci-dessous, I’ARN double brin est pris en charge par le systéme

d’interférence 3 I’ARN. La premiére étape consiste en 1’action enzymatique de la
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RNaselll, aussi nommé Dicer qui réduit le long brin d’ARN, en petit ARN contenant
entre 20 et 25 nucléotides, nommeé petit ARN interférent (siRNA). Ensuite, ces petits
siRNA s’assemblent 2 un complexe d’endoribonucléotide nommé RISC, (RNA-
Induced Silencing Complex) et entament le processus de déroulement. Finalement, le
simple brin d’ARN guide le complexe RISC vers son brin d’ARNm complémentaire,
qui sera dégradé par ’action enzymatique du complexe. Cependant, I’introduction
d’un ARN double brin plus long que 30 nucléotides dans les cellules de mammiféere
initie une importante réponse antivirale menant a ’inhibition non spécifique de la
synthése protéique. Cette réponse antivirale est évitée lors de I’introduction des

siRNA directement.

Comme I’ont démontré nos résultats, 'utilisation des siRNA contre le bFGF
réduit D’expression de la protéine de 60%, il en reste donc 40% qui peu agir
normalement dans la cellule. Plusieurs laboratoires ont observé différent niveau
d’inhibition suite a 1’action des siRNA. Par exemple, selon les étude de Tuschi et al.,
(Tuschl et al, 1999), l’inhibitién in vitro d’ARNm par des siRNA spécifiques se situe
entre 65 et 85%. La transfection de siRNA dans une lignée cellulaire de type HeLa
produit une inhibition génique de 1’ordre de 80% (Elbashir et al, 2001; Bertrand et al,
2002). Cependant, le groupe de Krichevsky et Kosik (Krichevsky & Kosik, 2002), ont
transfecté des neurones en culture primaire avec des siRNA contre la protéine MAP2
et obtiennent une inhibition de ’ordre de 70% de I’expression de la protéine. Donc,
les niveaux d’inhibition du bFGF obtenue dans nos travaux sont relativement

semblables a ce que 1’on retrouve dans la littérature.
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Suite aux travaux de (Fire et al, 1998), démontrant que I’inhibition de 1’expression
génique par les siRNA s’avérait dix fois plus importante que [’action
d’oligonucléotide antisens, nous avons opté pour cette technique d’interférence a
I’ARN. Malgré le fait que ces deux techniques produisent des effets similaires, elles
comportent certaines différences qui conferent aux siRNA un potentiel d’action plus
important. Etant double brin, les siRNA possédent une plus grande stabilité. De plus,
ils ont une plus grande activité in vitro puisqu’ils sont trés résistant a la
biodégradation en présence de sérum, contrairement aux antisens. La demie vie des
siRNA en présence de sérum est de plus de 24hrs, tandis que pour les antisens elle
n’est que de quelques minutes (Bertrand et al, 2002). Comme nous voulions
transfecter des co-cultures primaires d’astrocytes et de neurones DAergiques, nous
avons considéré le potentiel de toxicité des différentes techniques. La plupart des
travaux effectués avec des siRNA les utilisent a des concentrations de 1’ordre des nM,
tandis que, pour étre aussi efficace, les antisens nécessite de plus grandes
concentrations soit de 1’ordre du pM. Cette augmentation de concentration nécessite
aussi l’augmentation de la quantit¢ de réactif de transfection, qui consiste
généralement en des lipides cationiques. Les travaux du groupe de Krichevsky et
Kosik, (Krichevsky & Kosik, 2002), ont observé qu’une augmentation de
concentration du rapport siRNA/réactif de transfection était toxique pour les neurones
en culture. Donc, I'utilisation des antisens, nécessitant des concentrations plus élevé
d’oligonucléotides et de lipides cationiques, avait de plus forte chance de causer une
toxicité cellulaire et d’étre, par le fait méme, beaucoup moins efficace que les ARN

interférents.



Figure 6.1 Schéma du mécanisme d’action de I’interférence a I’ARN
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Figure 6.1 L’ARN double brin d’environ 200 nucléotides est pris en charge par la RNAse III, aussi

nommeé Dicer, qui le réduit en petit ARN comprenant entre 20 et 25 nucléotides (siRNA). Ces petits

brins d’ARN s’assemblent 4 un complexe enzymatique nommé RISC et se déroulent. L’ARN simple

brin déroulé guide le complexe RISC vers son brin d’ARNm complémentaire qui sera dégradé via

I’action enzymatique du complexe.

Tiré de : www.ambion.com/techlib/append/RNAi_mechanism.html
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7. L’expression du bFGF dans notre model expérimental

7.1 La controverse continue, le bFGF est-il sécrété?

Comme nous ’avons brievement mentionné plus tot, certains travaux concernant
le bFGF suggerent que ce dernier ne soit pas sécrété (Klagsbrun & Vlodavsky, 1988;
D'Amore, 1990; Ku & D'Amore, 1995). Plusieurs données expérimentales appuient
ces travaux. D’abord, le bFGF ne possede pas de peptide signal (Abraham et al,
1986a), ce qui en principe rend sa sécrétion par la voie du RE et du Golgi impossible.
De plus, peu ou pas de bFGF n’est détecté dans le milieu extracellulaire ou associé a
la membrane plasmique des cellules produisant le bFGF (Moscatelli et al, 1986;
Vlodavsky et al, 1987). Par exemple, Stachowiak et al., (Stachowiak et al, 1994) ont
démontré que la lignée cellulaire BAMC (Bovine adrenal medullae cell), exprime le
bFGF mais que ce dernier n’est pas détecté dans le milieu conditionné par ces
cellules. Le milieu conditionné par les astrocytes et certaines lignées cellulaires
d’origine gliales est aussi exempt de bFGF (Joy et al, 1997). Les données présentées
dans ce mémoire sont donc tout a fait compatibles avec ces travaux antérieurs. Mais
alors, comment le bFGF peut-il agir s’il n’est pas sécrété par les cellules qui le
synthétisent? Il a été suggéré que le bFGF soit relaché suite a la mort ou a un
dommage cellulaire (Klagsbrun & Vlodavsky, 1988; D'Amore, 1990). Plusieurs
données supportent cette hypothese. Par exemple, le traitement de cellules
endothéliales d’aorte bovine avec une endotoxine permet la libération du bFGF dans

le milieu extracellulaire (Gajdusek & Carbon, 1989; Muthukrishnan et al, 1991). De
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plus, une lésion de la membrane plasmique de cellules endothéliales permet la
sécrétion de bFGF dans le milieu extracellulaire (McNeil et al, 1989; Ku &

D'Amore, 1995).

Malgré ces données, plusieurs indications suggérant 1’action extracellulaire du
bFGF remettent en perspective les précédentes affirmations. Premiérement, il est
important de souligner que de nombreux types cellulaires expriment un récepteur
membranaire pour le bFGF (Moscatelli, 1987; Safran et al, 1990). Il doit donc y
avoir sécrétion de bFGF pour activer ces récepteurs. Les anticorps neutralisant pour le
bFGF altérent également certaines propriétés des cellules produisant la protéine,
comme la morphologie, la croissance et la migration (Sato & Rifkin, 1988; Sasada et
al, 1988; Flores et al, 2000). De plus, des niveaux €levés de bFGF sont retrouvés a
I’extérieur de certaines cellules en association avec les héparines sulfate protéoglycan
(HSPG) de la membrane plasmique (Rogelj et al, 1989; Bashkin et al, 1989). Selon
Trudel et al., (Trudel et al, 2000), le bFGF serait transféré a la surface cellulaire et
retenu par 'HSPG sans étre relaché dans le milieu extracellulaire. Plusieurs études
ont démontré que I’interaction du bFGF, de I’HSPG et du récepteur tyrosine kinase
induit la dimérisation et la signalisation intracellulaire associée (Rogelj et al, 1989;
Bashkin et al, 1989; Mohammadi et al, 1996; Schlessinger et al, 2000; Turnbull et
al, 2001; Delehedde et al, 2001; Delehedde et al, 2002). Donc, la présence du bFGF
a la surface cellulaire devrait stimuler ses récepteurs TK sans étre relaché dans le

milieu extracellulaire. Ces données indiquent a tous le moins que dans certaines



103

circonstances, le bFGF semble agir de fagon extracellulaire selon un mécanisme de

stimulation autocrine.

Dans ce contexte, il est intéressant de noter que certaines protéines ne possédant
pas de peptide signal peuvent tout de méme étre excrétées des cellules. Par exemple,
les interleukines 1o et 1B sont détectées dans le milieu conditionné suite a une
stimulation appropriée des macrophages. De plus, les travaux de Mignatti et al.,
(Mignatti et al, 1992) et de Florkiewicz et al., (Florkiewicz et al, 1995), proposent que
le bFGF pourrait étre sécrété indépendamment de la voie impliquant le RE et le
Golgi. De plus, Le Roux et Esquenazi ont noté la présence de bFGF dans le milieu
conditionné par des astrocytes provenant de cortex de rats (Le & Esquenazi, 2002).
Malgré les niveaux d’expression élevés du bFGF, il reste néanmoins que celui-ci est
rarement détecté dans le milieu extracellulaire (Bikfalvi et al, 1997, Szebenyi &
Fallon, 1999). En ce qui nous concerne, nous avons observé un important changement
morphologique de nos astrocytes en culture uniquement lors de I’ajout de bFGF
exogene (Article Fig. 2C, 2D). Ces changements morphologiques seraient attribués a
la stimulation extracellulaire des récepteurs au bFGF. Donc, en condition normale
dans notre modele expérimental, le bFGF ne semblie pas avoir accés a la surface

cellulaire.
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7.2 Les effets du bFGF exogéne et endogene sur le développement neuronal

Le but de la présente étude €tait de déterminer I’impact du bFGF astrocytaire sur
le développement et la fonction synaptique des neurones DAergiques en culture.
Plusieurs études ont démontré un effet du bFGF exogéne sur le développement de
I’arborisation dendritique des neurones provenant du cortex et de I’hippocampe, sans
faire allusion directement au développement synaptique (Miyagawa et al, 1993;
Aoyagi et al, 1994; Lowenstein & Arsenault, 1996; Szebenyi et al, 2001; Abe et al,
2001; Le & Esquenazi, 2002). Dans ces conditions, I’action du bFGF dépend de sa
liaison au FGFR a la membrane cellulaire et a 1’activation subséquente de la voie de
signalisation des MAPK (Ras/Raf/Mitogen-activated protein Kinase). Plusieurs
études ont démontré que la voie des MAPK joue un rdle important dans la modulation
de la plasticité synaptique et de la synaptogeneése dans le SNC de 1’Aplysie
(Jovanovic et al, 1996; Martin et al, 1997; Bailey et al, 1997; Huang et al, 2000;
Wu et al, 2001; Di Cristo et al, 2001). De plus, il semblerait qu’une application
locale de bFGF sur des neurones provenant de la jonction neuromusculaire de rat et
du Xénope, favoriserait la formation de synapses (Peng et al, 1991; English &
Schwartz, 1995). Ensemble, c’est résultats suggerent un réle possible du bFGF dans
la formation et le développement synaptique (Li et al, 2002). Les données de Li et al.,
(Li et al, 2002), représentent une des premiéres données expérimentales attribuant au
bFGF un roéle dans la synaptogenese. Dans cette €tude, ils ont utilisé un modele de
neurones d’hippocampes en culture standard et ont quantifié le développement

synaptique en mesurant I’immunoréactivité a la synapsin et /ou a la synaptophysin
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suivant I’addition ou non de bFGF dans le milieu de culture. A ’aide d’un modéle de
neurone DAergiques isolés (voir matériel et méthode de I’article), nous avons ici
étudié le développement synaptique suivant un traitement au bFGF exogeéne. Ce
modele est particuliérement avantageux puisque la présence d’un seul neurone par
gouttelette de substrat permet de quantifier directement le nombre de contacts
synaptiques pour chaque neurone. Suite au traitement avec le bFGF a 20ng/ml, nous
n’avons pas observé d’augmentation dans le nombre de synapse par neurones mais
une faible baisse (Article Fig. 3). Cependant, ce méme traitement a augmenté la
libération spontanée de dopamine (Aticle Fig. 4). Puisque nous avons conclu que le
bFGF n’est pas sécrété dans notre modele, ’évaluation de I’'implication du bFGF
intracellulaire s’imposait. L’utilisation de la technique d’interférence a I’ARN nous a
permis de conclure qu’une diminution de 60% de D’expression du bFGF
intracellulaire, n’était pas suffisante pour inhiber la synaptogenése, (Article, Fig. 6),
mais suffisamment importante pour affecter la fonction synaptique des neurones
DAergiques, en réduisant la libération spontanée de DA (article Fig. 6). Nous
pouvons donc conclure que le bFGF intracellulaire est impliqué de fagon indirecte,
puisque non sécrété, dans la régulation de la fonction des neurones DAergiques en

culture.
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7.3 L’hypothése de la signalisation intracrine

Comme nous I’avons démontré, la majorité de nos astrocytes en culture expriment
le bFGF de fagon nucléaire (Article Fig. 1). De plus, nous avons démontré 1’absence
du bFGF dans le milieu conditionné par ces mémes astrocytes (Article Fig. 2). Ce
n’est donc pas de fagon extracellulaire que le bEGF semble affecter le développement
synaptique et/ou la fonction des neurones DAergiques. La diminution intracellulaire
de I’expression du bFGF a I’aide de la technique d’interférence a I’ARN (siRNA)
diminue la fonction des neurones DAergiques sans affecter leur développement
synaptique (Article Fig. 4, Fig. 6). 11 a été proposé que le récepteur au bFGF, le
FGFR1, soit localisé non seulement sur la membrane plasmique de certaines cellules,
mais aussi dans le noyau des cellules gliales exprimant le bFGF (Stachowiak et al,
1996a; Stachowiak et al, 1996b; Joy et al, 1997; Stachowiak et al, 1997a). Un mode
de signalisation intranucléaire permettrait d’expliquer les divers réles biologiques de
ce facteur de croissance exprimé dans le noyau des cellules le synthétisant.
L’existence d’un tel mode de signalisation intracrine est appuy€ par les travaux de
Sherman et al., (Sherman et al, 1993) et Clarke et al., (Clarke et al, 2001), qui ont
aussi montré 1’existence d’une colocalisation du FGFR1 et du bFGF dans le
compartiment nucléaire des astrocytes et suggéré un mode de signalisation intracrine.
La présence du FGFR1 nucléaire, pourrait également expliquer comment le bFGF
intracellulaire supporte la prolifération et la migration cellulaire observé dans
plusieurs autres études (Imamura et al, 1990; Wiedlocha et al, 1994; Bikfalvi et al,

1995; Joy et al, 1997).
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Figure 7.0 Schéma hypothétique de la signalisation intranucléaire du bFGF et du

FGFR1
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Figure 7.0 Ce shcéma illustre I"hypothése de la signalisation intranucléaire et de 1’intération glie-
neurone qui en découle. (1) D’abord la liaison du bFGF a son récepteur active la cascade de
signalisation. (2) La cascade de signalisation permet le recrutement de CBP qui facilite Iactivité du
facteur de transcription CREB. (3) Il y a transcription génique. (4) Finalement, un substrat X est

produit et ce dernier semble affecter la fonction synaptique des neurones dopaminergiques.
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11 a été rapporté par plusieurs laboratoires que les effets biologiques produits par
les facteurs de croissance situés dans le compartiment nucléaire se produisent via une
interaction directe avec les effecteurs nucléaires (Jans, 1994; Olsnes et al, 2003).
Comme nous venons de l’aborder, le FGFR1 pourrait étre considéré comme
Ieffecteur du bFGF dans la signalisation intracrine. En fait, il semble que le FGFR1
agissent comme régulateur de la transcription génique. Il a d’abord été suggéré qu’il
puisse traduire divers signaux extracellulaires directement au génome (Stachowiak et
al, 2003a). Par la suite, il a ét¢ démontré que le FGFR1 n’interagissait pas
directement avec I’ADN, mais stimulerait certains effecteurs nécessaires a la
réplication de I’ADN (figure 7.0) (Stachowiak et al, 2003a). La présence du FGFR1
dans la région nucléaire, suggere a tous le moins que ce récepteur puisse agir de fagon
geénérale comme régulateur de la transcription contrdlant différents génes. En effet, le
FGFR1 semble réguler I’expression de différents geénes incluant celui du bFGF (Peng
et al, 2001), de la tyrosine hydroxylase (TH) (Stachowiak et al, 2003b), du
neurofilament-1 (NF-1), de c-Jun et de la cyclin D1 (Reilly & Maher, 2001). Ces effets
du récepteur FGFR1 semblent nécessiter 1’activation du facteur de transcription
CREB (figure 7.0). La phosphorylation de CREB par différentes protéines kinases est
une étape culminante dans le processus qui régule la croissance des prolongements
neuronaux, la différentiation neuronale, la synthése de neurotransmetteur et la
plasticité neuronale (Ginty et al, 1994; Tang et al, 1996; Schmid et al, 1999; White
et al, 2000; Impey & Goodman, 2001; West et al, 2002). De plus, I’activité
maximale de CREB nécessite I’association a son co-facteur CBP (Creb-binding-

protein) (figure 7.0). C’est CBP qui permet a CREB de se lier a I’ADN et de recruter
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le complexe d’ARN polymérase II. Le FGFR1 pourrait donc stimuler la transcription
génique via 1’activation de CREB et de CBP (figure 7.0) (Stachowiak et al, 2003a).
Dans notre modele, il serait donc tentant de conclure que le bFGF astrocytaire régule
la transcription de certains genes dans les astrocytes qui sont en contact avec les
neurones DAergiques. Ceci pourrait ensuite influencer la fonction synaptique des
neurones dopaminergiques par ’intermédiaire d’interactions gliales-neurones qui

restent a définir (figure 7.0).
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8. Perspectives

Nous avons d’abord démontré I’expression nucléaire du bFGF dans notre modéle
d’astrocytes en culture primaire. Par la suite, nous avons conclu que malgré cette
importante expression le bFGF ne se retrouvait pas dans le milieu extracellulaire
conditionné par ces mémes astrocytes. Nous savons que le bFGF est impliqué dans
I’induction de la sensibilisation comportementale a I’AMPH (Flores et al, 1998;
Flores et al, 2000; Flores & Stewart, 2000a). Il serait donc intéressant d’étudier
Pimpact d’un traitement & I’AMPH sur la sécrétion du bFGF par nos astrocytes en
culture. Nous pourrions prétraiter les astrocytes a I’AMPH et effectuer des mesures

de leur milieu conditionné a I’aide de la technique d’ELISA.

Comme nous I’avons abordé plus tdt, les travaux du groupe de Stachowiak
(Stachowiak et al, 2003a), ont permis d’attribuer un rdle important au bFGF et au
FGFR1 nucléaire dans la régulation de la transcription génique. Il serait donc
intéressant de vérifier la présence, par immunomarquage, du FGFR1 dans notre

modele d’astrocytes en culture primaire.

Nos travaux rapportent un effet indirect du bFGF d’origine astrocytaire sur la
fonction synaptique des neurones DAergiques. Les mesures, en HPLC, de la
libération spontanée et induite par le potassium de DA, nous ont permis d’observer
ces modifications fonctionnelles. Il serait intéressant de poursuivre 1’évaluation des

modifications fonctionnelles en étudiants les propriétés électrophysiologiques des
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neurones DAergiques suivant les divers traitements pour lesquels nous avons observé
des changements dans la libération du neurotransmetteur. Ces mesures permettront de
mieux cibler les éléments pouvant étre responsables des modifications fonctionnelles
dans la libération de DA. D’abord, une hausse des niveaux de libération spontanée
pourrait étre dii a une augmentation du taux de décharge, une augmentation de
Iefficacité synaptique ou méme d’une baisse de la recapture par le DAT. A I’aide de
techniques d’enregistrements électrophysiologiques il serait donc possible de
quantifier le taux de décharge des neurones DAergiques suite aux divers traitements,

soit avec le bFGF exogeéne ou bien suite a une transfection aux siRNA contre le

bFGF.

Par la suite, nous pourrions évaluer I’efficacité du DAT suivant ces divers
traitement. Comme nous 1’avons déja abordé, la recapture via le DAT constitue le
principal processus d’inactivation de la DA suivant sa libération dans I’espace
extracellulaire (Thibaut et al, 1995). Une diminution de son efficacité se traduirait par
une augmentation de DA extracellulaire tandis qu’une augmentation favoriserait la
recapture et une diminution rapide des niveaux extracellulaire. Par exemple, les
travaux de Mason (Mason et al, 2005), démontrent qu’il est possible d’évaluer la
fonction du transporteur membranaire DAT a I’aide d’un substrat fluorescent le 4-(4-
diethylamminostyryl)-N-methylpyridinium Iodide (ASP"). Il serait intéressant de
quantifier, & I’aide de I’ASP” et de la microcopie confocale, la recapture en temps réel
via le DAT suivant les différents traitements pour lesquels nous avions noté

I’augmentation, ou la baisse, de DA extracellulaire.
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La dépendance aux drogues d’abus, comme 1’alcool, le tabac, les opiacées et les
psychostimulants, est un trouble qui se défini selon des critéres d’ordre physiologique
et comportemental. Il existe présentement treés peu d’options pharmacologiques pour
le traitement de ces maladies. Il existe principalement trois types de
pharmacothérapies pour ces différentes dépendances. Dans de la dépendance aux
opiacés, il y a les agonistes comme la méthadone. Dans la dépendance au tabac il y a
les timbres de nicotine. Dans les deux cas, il s’agit d’agents qui miment les effets de
la drogue et permettent de minimiser les effets secondaires associés a 1’arrét de la
consommation. L’utilisation d’antagonistes des récepteurs opiacés, comme le
naltrexone, a pour but de bloquer le récepteur et d’éliminer les effets
pharmacologiques directs produits par I’abus de la drogue. Finalement, I’utilisation de
modulateur de métabolisme tel le disulfiram, contre la dépendance a 1’alcool, permet
de bloquer le métabolisme de la drogue et/ou permet I’accumulation de métabolites
toxiques (Stitzer & Walsh, 1997). Les classes de médicaments citées plus haut servent
de modele dans le développement de traitement pour contrer la dépendance aux
drogues psychostimulantes. En dépit de la recherche trés étendue sur le sujet, aucune
de ces pharmacothérapies ne peut réellement étre consédées comme efficace. Comme
nous ’avons déja abordé, I’abus chronique de cocaine et d’amphétamine produit
plusieurs adaptations d’ordre neurobiologiques. Ce phénomene d’ordre physiologique
est complexe et mal compris. A la lumiére, d’une part, de certains résultats récents sur
I’implication du bFGF dans la sensibilisation a I’amphétamine, et d’autre part, des
résultats présentés dans ce mémoire, il est maintenant possible de suggérer qu’un des

effecteurs moléculaire pouvant influencer la plasticité synaptique lors de 1’abus de
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drogues psychostimulantes serait le bEGF. Evidemment de plus amples investigations
seront nécéssaires afin de comprendre 1’ensemble des mécanismes moléculaires
impliqués. Ces nouvelles connaissances pourraient éventuellement nous permettrent
de mettre au point des traitements plus spécifiques a la problématique de la
dépendance aux psychostimulants. Cependant, il sera nécessaire de tenir compte des
roles multiples du bFGF dans de nombreux processus physiologiques normaux
comme par exemple la division cellulaire (tableau 4.0). Dans ce contexte, et a titre
d’exemple, il semble probable que des antagonistes du récepteur au bFGF seraient
susceptibles de causer de multiples effets secondaires indésirables si ceux-ci étaient

utilisés dans le traitement de la dépendance.
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9. Conclusion

Nos travaux ont permis d’approfondir les effets du bFGF astrocytaire sur les
neurones DAergiques. Gréce a notre modele de co-culture de neurones DAergiques et
d’astrocytes nous avons pu établir que la majorité des astrocytes en culture expriment
le bFGF de fagon nucléaire. Nous avons par ailleurs confirmé que le bFGF n’était pas
présent dans le milieu extracellulaire et donc, non sécrété. Par ailleurs, la diminution
de I’expression endogene du bFGF a affecté la fonction synaptique des neurones

DAergiques en diminuant la libération spontanée de DA.

Une contribution potentielle de ce facteur de croissance dans la dépendance aux
drogues d’abus a déja été établie. Le bFGF semble jouer un réle dans I’induction de la
sensibilisation aux drogues psychostimulantes. Une meilleure compréhension de son
fonctionnement pourrait permettre d’intervenir plus efficacement dans la prévention
et méme dans le traitement de la dépendance aux drogues affectant le systéme

dopaminergique.
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Annexe I

La premicre étape de ce projet de recherche consistait 4 déterminer 1’expression
du bFGF dans différents types de cellules gliales. D’abord, comme nous 1’avons
décrit dans la section matériels et méthodes de D’article, les cellules gliales se
developpent en flasque, puis apres 48hrs subissent un passage a froid permettant
d’éliminer les neurones et de sélectionner une sous-population d’astrocytes plus
adhérents. Ces cellules sont alors qualifiées de « glie purifiée ». Nous avons alors
évalué la présence d’une différence dans 1’expression du bFGF selon que les cellules
aient subi ou non ce passage a froid. Les cellules n’ayant pas eue de passage a froid
sont nommeées « glie primaire ». De plus, nous avons comparé 1’expression du bFGF
entre différents types de cellules gliales, provenant soit du mésencéphale ou du
cortex. Le graphique A de la figure de I’annexe I, compare les niveaux d’expression
du bFGF dans les cellules gliales purifiées et primaires provenant du cortex ainsi que
dans les cellules gliales purifiées provenant du meésencéphale. Nous pouvons
constater que ’expression du bFGF est plus importante dans les glies purifiées
provenant du mésencéphale, comparativement & celles provenant du cortex. Par la
suite, nous avons comparé¢ les glies mésencéphaliques purifiées et primaires
(graphique B de la figure de I’annexe I). Nous avons alors observé que les glies
mésencéphaliques purifiées exprimaient de plus hauts niveaux de bFGF que les
cellules gliales primaires. La suite des expériences a été accomplie en utilisant les

cultures de cellules gliales purifiées provenant du mésencéphale.
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Annexe I1

En nous inspirant des travaux de Skaper et al., 20001, nous avons effectué des
études préliminaires a I’aide du SU5402, un bloqueur de I’activité kinase du FGFRI.
Notre objectif était de déterminer I’effet du blocage de la fonction du récepteur du
bFGF sur la libération de dopamine et la formation de synapses par les neurones

dopaminergiques. En utilisant le modele de co-culture en p-gouttes, prétraitées a une

concentration de 5S0uM de SU5402, il nous a été possible de quantifier le
développement synaptique. Comme le démontre la section A de la figure de ’annexe
II, un traitement au SU5402 a inhibé le développement synaptique de plus de 25% (p
< 0.05). Dans ces expériences pharmacologiques, le SU5402 a normalement inhibé la
signalisation de la majorité des récepteurs FGFR1, ce qui pourrait expliquer, en
partie, I'importante inhibition du développement synaptique par rapport aux
précedentes expériences avec les siRNA. Rappelons & ce propos que dans nos travaux
précedents avec les siRNA contre le bFGF, nous avons été en mesure d’inhiber une
partie seulement de I’expression endogéne du bFGF (60%). Dans ces conditions, une
interprétation possible de 1’absence d’effet sur le développement synaptique des
siRNA est que I’expression résiduelle du bFGF était suffisant au maintient du
developpement synaptique.

Suite a cette inhibition importante du développement synaptique produit par le

SU5402, nous aurions pu prédire que le SU5402 aurait un effet important sur la

! Skaper, S. D., Kee, W. ], Facci, L., Macdonald, G., Doherty, P., and Walsh, F. S. (2000) The FGFR1
inhibitor PD 173074 selectively and potently antagonizes FGF-2 neurotrophic and neurotropic effects. J
Neurochem, 75 (4), 1520-7
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fonction synaptique des neurones DAergiques. Le modéle de co-culture standard de
cellules gliales et de neurones DAergiques a été utilisé afin d’évaluer la capacité des
neurones a libérer la DA suite au traitement avec le SU5402. La figure de 1’annexe II
(B et C) démontre que les traitements avec le SU5402 (50uM ) aux jours deux et
quatre en culture (avec échantillonnage au septiéme jour) n’a pas diminué de fagon
significative la libération spontanée et évoquée de DA. Les mémes traitements ont été
effectués sur des co-cultures plus &gées, soit au jour cinqg et sept (avec
échantillonnage aux jour dix) (figure annexe II, D et E). Malgré que la quantité de
DA mesurée ait été plus importante a ce niveau de maturation des cultures, les effets
du SU5402 sur la fonction synaptique, autant spontanée qu’évoquée, sont faibles et
non significatifs. Dans I’ensemble, ces résultats sont difficiles & interpréter puisque
tant un traitement avec du bFGF exogene (voir article) qu’avec un antagoniste du
récepteur du bFGF réduiraient la formation de synapses par les neurones DAergiques.
Dans ce contexte, il y aurait peut-étre lieu de s’inquiéter a propos de la spécificité du
SU5402. Peut-€tre qu’a la concentration utilisée, le SU5402 a bloqué la fonction de

d’autres récepteurs a activité tyrosine kinase en plus du FGFR1.
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