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Tableaux -9-
ABREVIATIONS
5-HT Récepteur Sérotonine 1P3 Inositol-3 Phosphate
AMPA  o-Amino-3-hybroxy-5-Methyl-isoxazole-4- IPTG Isopropyl B-D Thiogalactopyranose
Propionic Acid

AMPc  Adénosine Monophosphate cyclic JNK Jun N-terminal Kinase

APP Amiloid Precursor Protein LDL Low Density Lipoprotein

AR Adrenergic Receptor LH Lutheinizing Hormone

AT Angiotensin Receptor MAGUK Membrane-Associated Guanylate Kinase

ATP Adénosine Tri-Phosphate MAPK  Mitogen-Activated Protein Kinase

BHK Baby Hamster Kidney MDCK  Martin-Darby Canine Kidney

BSA Bovine Serum Albumine NGF Nerve Growth Factor

CARI1 Chemoattractive cAMP Receptor NMDA  N-Methyl-D-Aspartate Receptor

CCKAR Cholecystokinine A Type Receptor nNOs neural Nitric Oxyde Synthase

CHO Chinese Hamster Ovary ONPG  O-Nitrophenyl 3-D-Galactopyranoside

CMV Cyto Mégalovirus PAGE Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis

COP Coatomer Protein PBS Phosphate Buffer Saline

CPT 8-Cyclopentyl-1,3-dimethylxanthine PCR Polymerase Chain Reaction

CREB cAMP Responsible Element Binding PDE Phosphodiestérase

DAG Diacylglycérol PH Pleckstrin Homology

DMEM Dubelco's Modified Eagle Medium plgR Human Epithelial Polymeric
Immunoglobulin Receptor

DTT Dithiothreitol PKA Protein Kinase A

EBP50 ERM Binding Protein PKC Protein Kinase C

ERK Extracellular signal Regulated Kinase PLC Phospholipase C

ERM Ezrin Radixin Moesin PORN  Poly-L-Ornithine

FPV Fowl Plague Virus PSD-95  Post Synaptic Density-95

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfert RGS Regulatory of G-Protein Signaling

GABA  y-Amino Butyric Acid RIA Radioimunoassay

GAIP Ga Interacting Protein RTK Receptor Tyrosine Kinase

GFP Green Fluorescent Protein SAP-90 Synapse Associated Protein-90

GluR Récepteur Glutamine SDS Sodium Dodecy Sulfate

GlyR Récepteur Glycine SFV Semliki Forest Virus

GRK G Protein-coupled Receptor Kinase SH3 Src-Homology 3

GST Glutathion-S Transferase SRP Signal Recognition Protein

GTP Guanosine Tri-Phosphate SST Somatostatine

HA Hemagglutinine TBS Tris Buffer Saline

HBSS Hank's Buffer Saline Solution TRH Thyrotropin Releasing Hormone

HEK Human Embryonic Kidney TRP Transient Receptor Potential

HSP Heat Shock Protein TRPL TRP Like

IBMX 3 Isobutyl-1-Methylxanthine VSV-G  Vesicular Stomatitis Virus - Glycoprotein

INAD Inactivation-No-Afterpotential D
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TABLEAU DES COMPOSES PHARMACOLOGIQUES

Les récepteurs de 1'adénosine
Agoniste A,
CPT, R(-)-PIA
Agoniste A, A,
Adénosine

Antagoniste A,
CGS-15943

Les récepteurs B-adrénergiques

Agoniste B,
Isoprotérénol

Antagoniste B,
Propranolol

Les récepteurs de la dopamine

Agoniste D,, D,

6,7-ADTN, Apomorphine, Dopamine
Agoniste D,

A-77636, SKF-38393, SKF-81297, SKF-82958
Agoniste D,

Bromocriptine, Quinpirole, R(-)-NPA
Antagoniste D,, D,

Halopéridol
Antagoniste D,

(-)-Butaclamol, SCH-23390, SCH-23982
Antagoniste D,

NNC 01-0012
Antagoniste Inverse D,

(+)-Butaclamol, Chlorpromazine, cis-Flupenthixol,
Fluphenazine, Halopéridol

Antagoniste D,
Clozapine, Dompéridone, Spipérone, Sulpiride



Tableaux -11 -
TABLEAU DES TYPES CELLULAIRES
Lignée Espéce Type Organe Observations
13.S.1.24 Rat Cellule Nerveuse Mugqueuse Olfactive Transformée par l'antigene T
A431 Humain  Epithéliale Peau Carcinome
BHK Hamster  Fibroblaste Rein
Cco6 Rat Cellule Gliale Cerveau Gliome
CHO Hamster Epithéliale Ovaire
CHW Hamster  Fibroblaste
COS-1 Singe Fibroblaste Rein Transformée par SV40
COS-7 Singe Fibroblaste Rein Transformée par SV40
D384 Humain  Cellule Nerveuse Medullo-surrénale ~ Astrocytome
Exprime le récepteur D, ,
GH4C1 Rat Cellule Nerveuse Hypophyse Cellules tumorales
HEK 293  Humain Fibroblaste Rein Transformée par 1'adénovirus de type 5
HeLa Humain  Epithéliale Uterus Carcinome
LLC-PK1 Cochon  Epithélium Rein
Ltk- Souris Fibroblaste Cellules sans thymidine kinase
MDCK Chien Epithéliale Rein
MMQ Rat Tumeur a prolactine Hypophyse Tumeur induite par les cestrogene
Exprime le récepteur D,
Neuro2A  Souris Embryon Neuroblastome
NG 108.15 Rat Cellule Nerveuse Hybride Hybride neuroblastome N-18 et gliome C6
NIH-3T3  Souris Fibroblaste Embryon
NS20Y  Souris Cellule Nerveuse Cerveau Neuroblastome
Exprime le récepteur D,
PC12 Rat Cellule Nerveuse Glande Surrénale Phéochromocytome
Sf9 Insecte  Epithéliale Ovaire
SH-SY5Y Humain Cellule Nerveuse Cerveau Neuroblastome
Exprime le récepteur A,,, A,
SK-N-MC Humain Cellule Nerveuse Cerveau Neuroblastome
Exprime le récepteur D,
SK-N-SH Humain Cellule Nerveuse Cerveau Exprime le récepteur D,
Y79 Humain  Cellule Nerveuse Rétine Rétinoblastome
Exprime le récepteur D,
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Figure 1: Les principales voies dopaminergiques du systéme nerveux central des
mammiferes (d'apres Bjorklund et Lindfall, 1984).

Représentation schématique des voies dopaminergiques: A. voie nigro-striatale, B. voie
mésocorticolimbique et C. voie tubéro-infindibulaire. Abréviations : a, noyau accumbens; ar, noyau arqué; BO,
bulbe olfactif; CCA, cortex cingulaire antérieur; CE, cortex enthorinal; cp, noyau caudé-putamen; CPF, cortex
préfrontal; em, éminence médiane; hl, noyau latéral de 1'habénula; lc, locus ceruleus; MDG, groupe
mésencéphalique dopaminergique; NA, noyau amygdalien; pi, cortex piriforme; sl, noyau septal latéral et tu,

tubercule olfactif.
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l. Avant-propos

La dopamine participe a un grand nombre de fonctions du systéme nerveux comme la
perception sensorielle (rétine et bulbe olfactif), la régulation de certaines hormones de
I'hypophyse, la thermorégulation, la mémoire ou la motricité (Tableau 1). Cette catécholamine
est largement distribuée dans le systeme nerveux central des vertébrés. A 1'opposé des
neuromédiateurs a action rapide (comme le glutamate, l'acétylcholine ou la glycine) qui se lient a
des récepteurs canaux ioniques, la dopamine n'est pas impliquée dans la transmission synaptique
directe. Il semble que son interaction avec des récepteurs spécifiques, permette de moduler
l'excitabilité, le métabolisme, la mobilité ou la différenciation de la cellule. Bien que la dopamine
soit tres répandue chez les métazoaires, la plupart des connaissances sur son mode d'action nous
vient de son étude chez les mammiferes (Figure 1). La raison majeure est que la dopamine est
impliquée dans un certain nombre de pathologies humaines, principalement des maladies
psychiatriques comme la schizophrénie mais aussi 1'accoutumance aux drogues, la maladie de

Parkinson ou des prolactinomes de la glande hypophysaire.

Fonction Systéme dopaminergique impliqué

Systéme nerveux central
Thermorégulation Périventriculaire-préoptique
Faim, soif Incerto-hypothalamique
Motricité Méso-limbique et méso-striatal
Eveil, attention, cognition et mémoire Méso-cortical
Régulation de la pression artérielle Incerto-hypothalamique
Sécretion de prolactine et d'hormone de croissance Tubéro-infundibulaire
Vision Cellules amacrines rétiniennes
Olfaction Cellules périglomérulaires du bulbe olfactif
Systeme périphérique
Controle végétatif Groupe du tronc cérébral
Vomissement Area postrema
Effet natriurétique Tube contourné distal

Tableau 1 : Grandes fonctions controlées par les transmissions dopaminergiques.

A T'échelle cellulaire, 1'action d'un neurotransmetteur dépend de sa fixation sur des
récepteurs membranaires spécifiques et de la transmission de ce signal a des voies de
signalisation intracellulaire (transduction). Dans le cas de la dopamine, ces récepteurs
appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G et se répartissent en deux
classes dénommées D, et D,. Les récepteurs de la classe D, comprennent eux-mémes quatre

sous-types chez les vertébrés (D, ,, D,3/Ds, D, et D,). Malgré cette diversité, il est illusoire de
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vouloir rapporter chacune des fonctions de la dopamine dans un organisme a un sous-type
particulier. En effet, I'action cellulaire de chacun des sous-types du récepteur D, varie d'un type
cellulaire a l'autre et 1'effet qui en résulte dépend des interactions entre cellules d'un méme réseau
fonctionnel. L'isolement par clonage des différents sous-types du récepteur D, dans de
nombreuses especes de vertébrés a permis de reconstituer I'histoire évolutive des récepteurs D,
de la dopamine (Chapitre 11.B.3). Les sous-types D,, et D, sont les plus conservés chez les
vertébrés a machoires, alors que les sous-types D, et D,, ne sont apparemment pas présents
chez les mammiferes.

Nous n'avons pas utilisé, comme c'est en général le cas pour cette famille de récepteurs,
d'approche biochimique fondée sur la mutagenese dirigée. En effet, un certain nombre de
mutants ont été effectués chez les récepteurs D, et ils sont loin d'avoir permis d'obtenir des
résultats probants. D'une part, il est toujours difficile de connaitre la part réelle d'un changement
de séquence par rapport aux modifications de conformation non spécifique qu'elles créent, et
d'autre part il est possible que la substitution d'un seul acide aminé n'entraine pas de
transformation sensible. C'est pour cette raison que l'analyse phylogénétique comparée présente
l'avantage d'étudier : (i) des modifications de séquences plus larges pour rechercher des régions
conservées ou non entre les sous-types du récepteur D, et, (ii) de déterminer ainsi les ensembles
d'acides aminés qui peuvent étre fonctionnellement importants et spécifiques de chaque sous-
type. Nous avons donc choisi d'adopter une analyse comparée et évolutionniste qui permet de
déterminer les caractéristiques conservées ou dérivées pour chacun des sous-types du récepteur
D,. Cette analyse devait permettre d'identifier de véritables criteres fonctionnels d'homologie
pour comprendre comment et pourquoi, au cours de I'évolution des vertébrés, cette diversité de
récepteurs a été maintenue. Les travaux présentés dans cette theése posent les bases de
l'identification des caracteres fonctionnels grace auxquels la multiplicité des récepteurs D, a

conféré un avantage adaptatif aux especes qui le possedent.

Au cours de l'introduction, je présenterai tout d'abord les criteres conventionnels de
classification des récepteurs de la dopamine et l'apport des méthodes évolutives a la
compréhension de leur histoire chez les vertébrés. Une fois cette diversité et son apparition mise
en évidence, je m'attacherais a analyser comment un organisme peut avoir intérét a maintenir une
telle diversité en détaillant les différents parametres pour lesquels il est possible de définir des
homologies fonctionnelles. Ainsi je discuterais la localisation anatomique et subcellulaire des
récepteurs, puis leurs roles dans la modulation des signaux intracellulaires et enfin les différentes
possibilités de régulation. Toutes ces informations permettront de visualiser les étapes clefs pour

lesquelles un organisme peut utiliser plusieurs sous-types de récepteur.
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Les principales voies de signalisation cellulaires

- Activation de I'adénylate cyclase
- Activation de la Phospholipase C
- Augmentation de I'entrée de calcium
- Inhibition de I’échangeur Na+/H+

- Inhibition de I'adénylate cyclase

- Stimulation de la sortie de potassium

- Inhibition de I'entrée de calcium

- Activation de ’'ATPase Na+/K+ dépendante

L’organisation génique

- Pas d'’introns dans la région codante

Figure 2 : Structure et fonctions comparées des récepteurs de la dopamine.

- Plusieurs introns dans la région codante
- Phénomeénes d’épissage alternatif

Les séquences en acides aminés présentées sont celles du récepteur D,, et D, humain. Les groupements glycosylés (CHO) et palmitoylés qui ancrent le récepteur a la

membrane (lignes brisées) sont représentés ainsi que .les différentes protéines G impliquées. Les principales caractéristiques de couplage et d'organisation génique de chacune des

classes de récepteurs sont également indiquées.
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Il. Classification et histoire évolutive des récepteurs de la dopamine

IlLA. La classification des récepteurs de la dopamine

Les premiers travaux entrepris sur les récepteurs de la dopamine portaient sur leurs
propriétés pharmacologiques. Sur la base de profils de liaison d'agonistes et d'antagonistes, deux
classes de récepteurs D, et D, ont été identifiées (Kebabian et Calne, 1979). Parallelement a
l'utilisation de composés discriminants chacune des classes de récepteur, la modulation des voies
de transduction intracellulaire a également €té un critere de différenciation. En effet, la classe D,
est définie comme étant capable d'activer 1'adénylate cyclase et de permettre 1'accumulation
d'AMPc alors que la classe D, au contraire inhibe son activité (Figure 2). Si cette différence
fonctionnelle majeure a l'avantage d'étre clairement identifiable et quantifiable dans la cellule, la
détermination de profils pharmacologiques permet de différencier directement les récepteurs
appartenant a chacune de ces classes. A 1'heure actuelle, la famille des récepteurs de la dopamine
est composée de sept récepteurs chez les vertébrés, quatre pour la classe D, (D,,, D,3/Ds, D, et

D,p) et trois pour la classe D, (D,, D, et D,), ayant chacun des propriétés particulieres.

Le critere majeur de classification des récepteurs a été, et reste encore, la pharmacologie
(pour revue voir Andersen et al., 1990; Kebabian et Calne, 1979). Trouver des molécules qui
distinguent entre elles les deux grandes familles D, et D, est simple. La dopamine possede une
affinité micromolaire pour les récepteurs D, et nanomolaire pour les D,. D'autre part, le
SCH-23390 est le prototype de I'antagoniste spécifique des récepteurs D, et la famille des SKF
(SKF-38393, SKF-81297...) celle des agonistes D,. Pour la classe D,, le quinpirole et la
bromocriptine représentent des agonistes classiques alors que la dompéridone et le spipérone
sont des antagonistes spécifiques. Par contre, sans vouloir passer en revue de fagcon exhaustive
toutes les molécules capables de moduler 1'activité des récepteurs, il reste difficile de trouver des
composés discriminant les différents récepteurs a l'intérieur de chaque classe (Figure 3). Pour la
classe D, par exemple, le récepteur D, a été caractérisé par sa plus forte affinité pour la
dopamine, son ligand naturel.

La discrimination des sous-types D, et D, est pharmacologiquement beaucoup plus
difficile. De toutes les molécules testées jusqu'a présent, seul un composé de la famille des
benzazépines de seconde génération est capable de discriminer le récepteur D,.. Cette molécule,
le NNC 01-0012 (7-chloro-8-hydroxy-1-(2-naphtyl)-2,3 4 ,5-tet-rahydro-1H-3-benzazepine), peut
différencier pharmacologiquement et fonctionnellement les membres de la famille D, (Sugamori
et al., 1998a). En mesurant l'inhibition de la liaison du *H-SCH-23390 par ce composé, le

récepteur D, a une affinité de 10 a 20 fois supérieure a celle des récepteurs D, ,, D,z ou D,p,.
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Apomorphine
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Figure 3 : Constantes de déplacements (Ki) pour les agonistes et antagonistes principaux

des récepteurs de la dopamine.

homme, rat, anguille et xénope, sont

Les valeurs de Ki (M) des récepteurs de diverses especes :

représentées sur ce diagramme en utilisant les différentes valeurs données par la littérature (Cardinaud et al., 1997,

Gingrich et Caron, 1993; Ogawa, 1995; Sokoloff ef al., 1993; Sugamori et al., 1994). Les Ki des récepteurs D, sont

représentés par des barres bleues et ceux des récepteurs D, par des barres rouges.
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D'un point de vue fonctionnel, cette molécule inhibe completement 1'accumulation d'AMPc par
la dopamine pour le récepteur D,, alors qu'il ne I'inhibe que de 60% pour le D, , et de 50% pour
le Dg.

L'ensemble de ces données pharmacologiques reflete bien les difficultés rencontrées
lorsque 1'on utilise les différences d'affinité entre récepteurs pour les classifier les uns par rapport

aux autres.

La plupart de nos connaissances de la nature moléculaire des récepteurs de la dopamine
provient de leur isolement a partir de banques d'ADN complémentaires (ADNc) ou génomiques.
L'analyse de leur séquence les classe dans la grande famille des récepteurs couplés aux
protéines G. Les membres de cette famille sont caractérisés par la présence de sept hélices
hydrophobes traversant la membrane plasmique. C'est la famille de protéines qui s'est adaptée a
la liaison du plus grand nombre de molécules au cours de 1'évolution : photons, ions, odeurs,
acides aminés, nucléotides, protéines... Elle compte plus d'un millier de membres (1% du
génome humain). On estime a I'heure actuelle qu'ils sont la cible de 60% des médicaments
(Bockaert et Pin, 1999). La conservation importante des séquences de ces récepteurs,
particulierement dans les régions transmembranaires, est a 1'origine des stratégies de clonage
choisies pour les isoler (pour revue voir Gingrich et Caron, 1993). L'utilisation de la technique
de PCR avec des amorces dégénérées ou le criblage de banque d'ADNc en conditions
permissives ont ainsi permis d'isoler chez un grand nombre d'especes les récepteurs de la
dopamine. Ces méthodes ont aussi révélé des différences d'organisation génique puisque si les
récepteurs D, n'ont pas d'introns, les récepteurs D, en possedent (Figure 2).

Grace aux séquences, on peut modéliser la structure de ces récepteurs (pour revue voir
Civelli et al., 1993; O'Dowd, 1993). Si les segments transmembranaires sont bien conservés, les
régions intra et extracellulaires sont beaucoup plus variables (Figure 4). Les récepteurs D,
possedent une longue extrémité C-terminale cytoplasmique et une troisieme boucle
cytoplasmique courte. A 1'opposé, les récepteurs D, ont une extrémité C-terminale trés courte
mais une troisieme boucle cytoplasmique beaucoup plus longue. Ces deux régions interviennent
dans un certain nombre de régulations de l'activité du récepteur, la plus importante est le
couplage aux protéines G. Ce couplage est d'ailleurs un autre moyen de différencier ces
récepteurs. En effet, les récepteurs D, sont associés préférentiellement a la sous-unité Gog des
protéines G alors que les récepteurs D, sont associés principalement aux protéines Go,/GaL,

(Figure 2).

L'information contenue dans les séquences de ces récepteurs peut étre utilis€ée comme

crittre de classification. Cette classification phylogénétique présente un certain nombre
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Figure 4 : Alignement des séquences en acides aminés des récepteurs D, de la dopamine de plusieurs espéeces représentatives de vertébrés.

Les alignements des séquences des récepteurs D, d'homme (D, ,: P21728, D,5: P21918), de rat (D,,: P18901, D,z: P25115), de poulet (D,,: A55886, D,5: B55886, D;p:
C55886), de xénope (D, : P42289, D,g: P42290, D,.: P42291) et d'anguille (D, ,,: U62919, D,5: U62920, D,-: U62921) ont été obtenus avec le programme clustalX (Thompson et
al., 1997). Les segments transmembranaires (TM) sont figurés au-dessus des séquences. Les résidus conservés pour tous les sous-types parmi toutes les especes sont soulignés par
une boite grisée. Les résidus N-glycosylés (Y) et palmitoylés (A sont indiqués en dessous des séquences. Les sites consensus de phosphorylation par la PKA ( @) et la PKC (M) ont
été identifiés en utilisant les bases Prosite ProfileScan (http://www.expasy.ch/prosite/) et PhosphoBase (Kreegipuu et al., 1999). Dans les rectangles ouverts sont indiquées d'autres
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d'avantages par rapport aux données pharmacologiques basées sur les profils d'affinité qui sont
utilisés plus classiquement. En effet, les informations contenues dans les séquences sont sans
ambiguité et dégagées des considérations expérimentales. Ce contenu offre ainsi un critere de
classement théoriquement “absolu”. Les classifications pharmacologiques ne permettent de
séparer que des caracteres déja identifiés, et ne favorisent donc pas la découverte de récepteurs a
fonctions nouvelles. La comparaison de séquences reste plus précise puisqu'elle se base sur le
nombre de sites informatifs qu'elles contiennent. En revanche, si c'est un outil puissant de
classification, il ne fournit aucun renseignement sur la maniere dont les récepteurs fonctionnent.
Au cours de I'évolution, I'apparition d'une famille de geéne est le résultat de deux forces
principales et opposées exercant leur effet sur ' ADN génomique. La premiere est la tendance
qu'a le génome a se dupliquer et a rapidement accumuler des mutations. La deuxieme est la
nécessité absolue d'une conservation de séquence suffisante pour permettre les fonctions vitales
d'un organisme dans un milieu donné. Ces deux forces contribuent a la génération de nouveaux
genes dans de nouvelles especes et a leur adaptation face aux changements de leur
environnement. Dans la partie suivante, nous allons voir comment est reconstituée l'histoire

évolutive des familles de genes comme celle des récepteurs D, chez les vertébrés afin de mettre

en évidencela diversité de ces récepteurs.

Il.B. Histoire évolutive des récepteurs de la dopamine

L'utilisation combinée de techniques de biologie moléculaire et cellulaire s'est beaucoup
développée ces dernieres années pour €tre appliquée a l'étude de l'activité des récepteurs. En
général, ces techniques ne renseignent que sur les relations structure/fonction et n'apportent que
peu de données sur le role physiologique des récepteurs dans 1'organisme entier. L'importance de
la mutagenese effectuée sur ces récepteurs en est 'exemple le plus flagrant (voir les bases de
données de mutants des récepteurs couplées aux protéines G: http://www-
grap.fagmed.uit.no/GRAP/homepage.html et http://mgddk1.niddk.nih.gov:8000/Mutation
Analysis.html, Herz et al., 1997 et Figure 5). Cependant, comprendre la fonction du récepteur,
c'est étudier son association dans la cellule avec les différents partenaires impliqués dans la
transduction du signal. C'est aussi analyser son role a une échelle différente, celle des cellules
exprimant ces récepteurs et celle de 1'organisme. D'un point de vue fonctionnel, les contraintes
évolutives majeures s'expriment a 1'échelle de l'individu pour le maintien de son intégrité.
L'aspect évolutif est donc indispensable a prendre en compte pour comprendre comment la

multiplicité génétique des récepteurs de la dopamine a été générée.
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Extracellulaire

Intracellulaire

O Glycosylation O Palmitoylation

O Fixation des ligands O Activité de I'adénylate cyclase
@ Désensibilisation O Phosphorylation par la PKA
O Aucun effet observé de la mutation

Figure 5 : Les mutations artificielles introduites dans les séquences des récepteurs D,.

Sur cette figure sont présentes toutes les mutations obtenues pour les récepteurs D, ainsi que la
caractéristique ou la propriété qu'elles affectent. Les sites intervenants dans plusieurs propriétés sont indiqués avec
les couleurs correspondantes. La séquence est celle du récepteur D,, humain car c'est sur ce récepteur qu'a été faite
la majorité des analyses mutationnelles. Cependant, lorsque les mutations concernent les récepteurs D,, de rat ou
D, humain, les acides aminés de substitution ont été choisis en remplacement en accord avec l'alignement des
séquences (Figure 4). Des détails plus précis sur chaque mutation sont donnés dans le texte et dans les Figure 14 et
Figure 15. Ces mutations proviennent des travaux suivants: (Cho et al., 1996; Demchyshyn et al., 2000; Jensen et
al., 1996; Jensen et al., 1995; Jiang et Sibley, 1999; Jin et al., 1998; Jin et al., 1999; Jin et al., 1997; Karpa et al.,
1999; Pauwels et Wurch, 1998; Pollock et al., 1992; Sibley et al., 1998; Tomic et al., 1993)
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[I.B.1. Les méthodes d'analyse évolutive

La multiplicité des récepteurs couplés aux protéines G chez les vertébrés reflete sans
aucun doute I'évolution de cette famille de génes. Cependant, il est tres difficile de faire la part
entre les effets induits aléatoirement par la diversification moléculaire et les contraintes imposées
par le milieu, soit la part réelle de 1'adaptation fonctionnelle. L'apparition de multiples récepteurs
est due a des mécanismes de duplication génique. Une grande quantité de mutations ponctuelles
peut alors affecter chaque copie du gene apres la duplication pour arriver a la différenciation de
deux genes freres ou genes paralogues (Figure 6). Le plus souvent cette dérive génétique entraine
l'inactivation d'une des deux copies redondantes du géne pour donner un pseudogene. Pour étre
conservés, les génes doivent donc échapper a cette inactivation. L'acquisition de nouvelles
propriétés fonctionnelles, d'une localisation spatiale spécifique ou d'une expression temporelle
différentielle, permet ainsi de conserver le geéne paralogue dans toutes les especes dérivées de
I'ancétre ou a eu lieu la duplication. Il faut que ces mutations soient fixées a l'intérieur de 1'espece
c'est-a-dire que tous les individus acquierent ces mutations pour qu'elles soient observables
aujourd'hui. Ajouté a ces phénomenes généraux touchant un grand nombre d'especes, il existe un
second mécanisme générateur de diversité génétique. Lorsqu'une certaine population voit ses
conditions de vie se modifier de facon indépendante, par un phénomene de séparation
géographique par exemple, les caractéristiques génétiques de cette population vont alors évoluer
de facon différente. Ce phénomene appelé “spéciation” aboutit a la création de genes
orthologues, soit les mémes geénes mais dans des especes différentes. En conclusion, la
duplication des genes aboutit a la création des classes et sous-types (genes paralogues) alors que
la spéciation différencie des genes entre especes strictement homologues (génes orthologues).
Les récepteurs dupliqués ont donc nécessairement divergé avant la spéciation et se retrouvent
dans toutes les especes chez l'ancétre a partir duquel la duplication a eu lieu. Ces propriétés
peuvent alors servir de base pour la construction d'une classification des récepteurs basés sur des
relations évolutives.

Les especes actuelles contiennent dans leur génome des séquences héritées d'un ancétre
commun. De telles séquences sont dites homologues. Les arbres phylogénétiques sont obtenus a
partir de la comparaison des génes homologues. Dans le cas ol le gene utilisé appartient a une
famille multigénique, il peut étre difficile de différencier les spéciations des duplications. L'étude

des paralogues est donc un élément trés important pour comprendre 1'évolution des génomes.

Introduction
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A B

Dia Dia Dis Dis Dia Dis Dia Dis
Poulet Crocodile Poulet Crocodile Poulet Poulet Crocodile Crocodile

Spéciation

Dia Dis

Duplication génique

Quelques types d'homologies moléculaires :

Homologue Genes provenant d'un ancétre commun (exemple, tous les récepteurs D).

Orthologue Genes homologues qui ont divergé entre eux apres un événement de spéciation (les
récepteurs D, , de poulet et de crocodile).

Paralogue Genes homologues qui ont divergé entre eux apres un phénomene de duplication
génique (récepteurs D, , et D, par exemple)

Figure 6 : La définition des génes paralogues et orthologues (d'apres Vernier ef al., 1993).
A. La duplication génique du géne D,y donne deux paralogues D, , et D,5. Apres fixation des caracteres, un
phénomene de spéciation intervient qui maintient dans les deux especes (poulet et crocodile) les caracteres D, , et
D,g. Les geénes D, de poulet et de crocodile sont donc orthologues. B. Souvent, les remaniements géniques rendent
difficile I'établissement de relations phylogénétiques. Elles peuvent aboutir a des relations fausses si les séquences
de poulet sont plus ressemblantes entre elles qu'entre les paralogues (conversion génique). La relation correcte est

indiquée en pointillés.
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11.B.2. L'évolution des cordés

Avec les vertébrés, d'autres animaux sont classés dans le phylum des cordés. Bien qu'il
n'aient pas de vertebres ou toutes les autres caractéristiques spécifiques des vertébrés, certains
éléments tendent a les rapprocher des vertébrés. Parmi les cordés, les animaux les plus proches
des vertébrés sont les céphalocordés comme l'amphioxus (Branchiostoma). Encore en amont, on
trouve d'autres animaux : les urocordés, qui possedent les mémes caractéristiques de filtration
tout en ayant une vie fixée (ascidies, tuniciers). Les observations des fossiles semblent indiquer
que tous ces groupes d'animaux ont émergé en méme temps lors de la grande radiation du
Cambrien.

Les premiers vertébrés connus ne possedent pas de machoires (agnathes, Figure 7). Ils
sont surtout retrouvés sous formes de fossiles (ostrachodermes) jusqu'a I'époque du Dévonien
(360-408 millions d'années). En fait deux groupes modernes de cette lignée existent encore, ce
sont les lamproies (petromyzontiformes) et les myxines (myxiniformes). Apres de nombreuses
controverses, on s'accorde a placer les myxines avant les lamproies dans 1'évolution des vertébrés
(Rasmussen et al., 1998). On peut alors parler de craniates, groupe qui contient les myxines et
les vertébrés au sens strict. Les premiers fossiles de vertébrés a machoires (gnathostomes) sont
apparus durant le Silurien (408-438 millions d'années) et se divisent en deux groupes les
acanthodiens et placodermes. Durant le Dévonien, de nouveaux groupes de vertébrés sont
apparus alors que les deux précédents ont commencé a s'éteindre: les poissons cartilagineux
(chondrichtyens) et les poissons a squelette osseux (osteichtyens). Les osteichtyens vont alors
tres vite se diviser en deux catégories: les actinopterygiens ou poissons a nageoires rayonnantes
et les sarcopterygiens a nageoires soutenues par des os. Le premier groupe s'est énormément
développé a partir du Crétacé (65-144 millions d'années) et est a 1'origine de 1'abondance des
téléostéens. Les sarcoptérygiens ont continué a évoluer en donnant les dipneustes et les

crossoptérygiens qui durant le permien sont a 1'origine des tétrapodes (Figure 7).

On peut facilement expliquer 1'absence de fossiles utilisables pour établir des parentés
entre phylums. En effet, il a fallu peu de temps pour que surgissent des animaux batis suivant des
plans d'organisation treés différents (Conway Morris, 2000). La faune de Burgess révele cette
explosion de la vie animale qui s'est produite il y a environ 530 millions d'années juste avant le
Cambrien, au début de 1'ére primaire. La plupart des phylums existants apparurent a cette époque
en 5 a 10 millions d'années. Ce laps de temps est tres court comparé aux 3 milliards d'années
d'évolution a partir de la premiere cellule pour aboutir aux premiers métazoaires (Denis et
Collenot, 1995). En regle générale, les estimations de 1'échelle des événements sont obtenues a

l'aide des données paléontologiques (fossiles). Des analyses récentes ont permis, grace au grand

Introduction
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Figure 7 : Phylogénie des groupes actuels de vertébrés.
Sur cette figure sont représentées les relations évolutives entre les principaux groupes de vertébrés. Chaque
numéro indique une étape importante de 1'évolution des vertébrés avec au bout des fleches les inventions

anatomiques marquantes. Les dates données sur l'arbre le sont a partir du calcul des distances phylogénétiques

(Kumar et Hedges, 1998) en millions d'années.
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Figure 8 : Arbre phylogénétique simplifé des récepteurs des monoamines couplés aux
protéines G (d'apres Valdenaire et Vernier, 1997 ).

Les séquences choisies pour cet alignement sont majoritairement humaines appartenant aux principaux
groupes de récepteurs aux bioamines. Les grandes classes et sous-classes de récepteurs sont indiquées a droite.
Toutes les branches incluses dans la boite grise n'ont pas de position robuste et I'on ne peut donc pas en déduire les
relations réelles entre groupes. Ainsi, un certain nombre de séquences d'invertébrés ne peuvent pas €tre situées avec
certitude. Les classes de récepteurs qui fixent le méme ligand ne sont pas plus proches entre elles qu'avec les autres

classes de récepteurs des monoamines.
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nombre de séquences aujourd'hui disponibles, d'évaluer les temps d'évolution (Kumar et Hedges,
1998). Méme si la notion d'horloge moléculaire est incorrecte lorsque 1'on s'intéresse a une seule
famille de gene, elle peut étre généralisable avec un grand nombre de genes. Ainsi ces analyses
replacent I'origine des vertébrés en accord avec les fossiles soit vers 530 millions d'années (pour
revue voir Zimmer, 2000). Sur le méme principe, la divergence oiseaux/crocodiles est placée

vers 240 millions d'années et celle des amphibiens vers 360 millions d'années (Figure 7).

[1.B.3. Histoire évolutive des récepteurs D, chez les vertébrés

Comprendre quelles sont les contraintes qui sont a l'origine de la structure et la de
fonction des récepteurs couplés aux protéines G permet de rendre compte des raisons
physiologiques de leur diversité moléculaire. Pour obtenir la vision la plus précise possible de
ces phénomenes, il est nécessaire d'isoler les classes et sous-types dans le plus grand nombre
d'especes représentatives de 1'évolution des vertébrés. A 1'heure actuelle, une telle étude n'a été
développée qu'en partie pour les récepteurs B-adrénergiques et dans notre laboratoire pour les
récepteurs D, de la dopamine. Certains résultats partiels obtenus pour d'autres récepteurs
permettent de confirmer nos conclusions. Si l'on remonte a l'origine des récepteurs des
bioamines, il semble que 1'on retrouve, soit des récepteurs crées de novo a partir de duplication
de gene en méme temps que l'apparition des vertébrés, soit des récepteurs ayant divergé a partir
d'une forme présente chez les invertébrés (Figure 8). Le calcul des distances phylogénétiques
révele deux périodes majeures dans 1'évolution des récepteurs des bioamines. La premiere
apparait avec la séparation des arthropodes des vertébrés au précambrien et correspond a
l'apparition des principaux sous-types de récepteurs des bioamines. La seconde est apparue il y a

400 millions d'années et aurait accompagné la céphalisation du systeme nerveux des vertébrés.

Comme nous l'avons vu, la structure et les fonctions des deux grandes classes de
récepteurs de la dopamine D, et D, sont tres dissemblables. Chacune de ces classes est issue d'un
gene ancestral différent (Fryxell, 1995), et 'organisation génique vient renforcer cette idée. La
capacité commune a fixer la dopamine est une propriété acquise plus tard au cours de 1'évolution
de ces récepteurs. Cette propriété convergente est obtenue de facon indépendante sans qu'il soit
possible de donner une date dans l'apparition de cette capacité (Vernier et al., 1995).
L'observation d'arbres phylogénétiques de 1'évolution des récepteurs couplés aux protéines G
montre ainsi que ces deux classes de récepteurs ne sont pas plus proches 1'une de l'autre que des

autres types de récepteurs (Vernier et al., 1993).
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Figure 9 : Histoire évolutive des récepteurs D,.

Cette histoire évolutive est reconstruite a I'aide des arbres phylogénétiques obtenus apres alignements des

séquences des récepteurs D, (voir Tableau 2). Les principales étapes de duplication sont indiquées sur le schéma

avec au-dessus de l'arbre, le cladogramme de l'apparition des principaux sous-types du récepteur D,. Les dates en

millions d'années (MA) sont données a titre indicatif et sont basées sur les fossiles et les calculs de distances

phylogénétiques. PC : Précambrien, I : Paléozoique (primaire) et IT : Mésozoique (secondaire).
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L'absence d'intron et le nombre de plus en plus important d'especes pour lesquelles les
séquences des récepteurs D, sont connues (Tableau 2) nous a conduit a nous intéresser a
I'apparition des différents sous-types du récepteur D, chez les vertébrés. La phylogenese des
récepteurs D, et les mécanismes évolutifs que I'on peut en déduire ont été étudiés en détail chez
les cranidtes en comparant le nombre et la nature des genes codant pour les récepteurs de la
classe D, (Figure 9). Deux principales étapes de duplication de genes ont produit les trois sous-
types majeurs (D,,, D, et D,) présents chez tous les vertébrés a machoires (Gnathosotomes), a
I'exception des mammiferes (Cardinaud et al., 1998). Ces duplications sont survenues avant
l'apparition des premiers gnathostomes représentés par les poissons cartilagineux
(Chondrichtyens). La premiere duplication reste difficile a dater avec précision. En effet, les
myxines, dont on admet aujourd'hui que les ancétres sont apparus avant ceux des lamproies
(Zimmer, 2000), possedent deux genes codant des récepteurs D,. L'un de ces genes ressemble
clairement au sous-type D,, commun aux gnathostomes alors que l'autre ne ressemble a aucun
autre sous-type connu. Par contre, les lamproies ne possedent qu'un seul récepteur D, apparenté
au D,, des gnathostomes. Il n'est pas possible de savoir précisément si un gene de récepteur D, a
été perdu chez les lamproies ou si les myxines ont développé une duplication qui leur est propre.
Les deux grandes duplications majeures se retrouvent pour beaucoup d'autres familles de genes
de vertébrés a machoires et sont visiblement la conséquence de la tétraploidisation du génome
entier car elles sont retrouvées pour d'autres familles de géenes comme ceux exprimés lors du
développement (Holland et Garcia-Fernandez, 1996). D'autres duplications plus spécifiques sont
intervenues par la suite dans certains groupes de vertébrés. Chez les poissons téléostéens une
duplication particuliere du récepteur D,, en deux sous-types D, ,, et D,,, est observée (Cardinaud
et al., 1997). Et surtout chez les amniotes ou une nouvelle duplication du gene D, est a l'origine
de l'apparition du sous-type D, présent chez les oiseaux mais aussi les tortues et les 1ézards
(Figure 9).

L'hypothese la plus simple quant a 1'évolution de cette famille de gene est donc
d'imaginer que le maintien des nouveaux genes dupliqués est contraint par des conditions
spécifiques. En fait lors de la mise en place d'une duplication de gene, la fonction gobale de
I'ancétre est conservée soit par l'intermédiaire des deux genes soit chez I'un des deux genes
dupliqués, ce qui est le cas des récepteurs D,. Ces modifications sont alors fixées dans le génome
des lors qu'elles sont utilisées pour permettre 1'adaptation des organismes qui l'expriment.
Ajoutée a cette fonction adaptative, 'acquisition de localisations séparées des différentes copies

est aussi un mécanisme de conservation important.
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Récepteur Espéce Numéro Référence
d'accession
D,, Humain X58987 Zhou et al., 1990
Macaque M90313  Sealfon, 1991
Opossum S67258 Nash et al., 1993
Cochon U25681  Grenader et al., 1995
Beeuf U73042  Verseaux-Botteri et al., 1997
Rat M35077 Monsma et al., 1990
Souris 120336 Wilkie et al., 1993
Lapin Y10662 Bairam et al., 1998
Poulet 136877 Demchyshyn et al., 1995
Xénope U07863  Sugamori et al., 1994
Fugu X80174 Macrae et Brenner, 1995
Poisson Rouge L08602  Frail ef al., 1993
D, Anguille U62918  Cardinaud et al., 1997
Di. Anguille U62919 Cardinaud et al., 1997
D, Carpe Y14626  Hirano et al., 1998
D Carpe Y14627 Hirano et al., 1998
D Humain X58454  Sunahara ef al., 1991
Macaque 095195 Choi et al., 1995
Rat M69118  Tiberi et al., 1991
Beeuf U73043  Verseaux-Botteri et al., 1997
Poulet 136878  Demchyshyn et al., 1995
Xénope U07864  Sugamori et al., 1994
Carpe Y14629 Hirano et al., 1998
Anguille U62920 Cardinaud et al., 1997
D¢ Xénope U07865  Sugamori et al., 1994
Tilapia X81969  Lamers et al., 1996
Carpe Y14628  Hirano et al., 1998
Fugu X80177 Macrae et Brenner, 1995
Anguille U92921  Cardinaud et al., 1997
Dy Poulet 136879 Demchyshyn et al., 1995
D« Carpe Y14631 Hirano et al., 1998

Tableau 2 : Tableau récapitulatif de toutes les séquences des récepteurs D, publiées a
I'heure actuelle chez les vertébrés.
Tous les numéros d'accession font référence a la base GenBank mis a part pour le récepteur D, de

Macaque (en italique) ou il s'agit du numéro d'acces a la base SwissProt.

Comprendre les fonctions des récepteurs est fondamental pour permettre de comparer de
facon précise et efficace les différents genes de récepteur trouvés. En effet, les méthodes de
comparaison par similitude de séquences possedent de nombreuses limitations (Eisen, 1998).
Dans le cas de duplications multiples de geénes, il n'est pas toujours facile de distinguer les génes
orthologues des geénes paralogues. Les méthodes basées sur les similitudes sont tres peu efficaces

quand les taux de variations importants sont combinés a la duplication génique et il n'est pas
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toujours possible d'obtenir d'histoire évolutive précise. Les reconstructions phylogénétiques
doivent donc tenir compte de ces considérations et se baser sur un échantillonage d'especes
suffisant. Les problemes rencontrés dans ces analyses par similarité sont clairement visibles dans
I'analyse des regroupements de genes Hox. En effet, la découverte de 7 regroupements de genes
Hox chez le danio (zebrafish), alors que le nombre de 4 semblait général chez les vertébrés, a
laissé penser que les rongeurs comme la souris avaient perdu 2 de ces regroupements (Meyer,
1998). Or, des analyses sur un plus grand nombre d'especes montre qu'en fait ces animaux ont
subi une tétraploidisation générale a 1'origine de cette profusion de regroupement de genes.

Les nouveaux récepteurs apparus durant I'évolution des vertébrés ont été maintenus pour
des besoins fonctionnels spécifiques. La conservation des séquences permettant les
classifications phylogénétiques ont donc des contreparties fonctionnelles. La découverte des
conséquences biochimiques de la diversité des récepteurs D, de la dopamine est requise pour
comprendre pourquoi ces récepteurs ont été conservés et qu'elles sont leurs fonctions. Dans les
parties suivantes, je passerais en revue les propriétés biochimiques, la localisation et les
régulations qui caractérisent les récepteurs de la dopamine et qui pourraient expliquer pourquoi il

y a autant de récepteurs différents chez les vertébrés.

lll. Localisation des récepteurs D, de la dopamine

lllLA. Les récepteurs D, de la dopamine dans le systéme nerveux central

L’une des raisons les plus importantes pour lesquelles des genes de récepteurs dupliqués
peuvent étre conservés dans des groupes d’especes est celle de 1’acquisition d’une localisation
différente dans I’organisation du systeme nerveux. En effet, des lors que deux récepteurs ne sont
pas présents dans la méme région ou au méme endroit dans la cellule qui les exprime, ils ne
peuvent pas étre completement redondants. Cette remarque souligne d’emblée 1I’importance de la
localisation pour le réle physiologique que jouent les récepteurs dans un organisme. Dans des
cellules aussi différenciées que des neurones, un récepteur de neurotransmetteur contrdlera des
aspects distincts des fonctions neuronales selon qu’il est présent dans les terminaisons nerveuses,
dans le corps cellulaire ou dans les dendrites. De mé€me, le rdle d’un récepteur pré-synaptique est
différent de celui d’un récepteur post-synaptique, et il sera encore différent s’il est situé
directement dans la synapse ou a I’extérieur. Il est donc indispensable de pouvoir analyser la
localisation cellulaire des récepteurs a 1’aide d’anticorps spécifiques, si I’on veut mieux
comprendre quels roles peuvent jouer chacun des sous-types des récepteurs de la dopamine par

exemple. Malheureusement, jusqu’a une date récente, il n’existait pas d’anticorps capables de
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distinguer sans ambiguité chacun des sous-types du récepteur D,, obligeant a utiliser d’autres
techniques, moins précises a 1’échelon cellulaire, comme I’autoradiographie des récepteurs et

I’hybridation in situ.

[1I.A.1. Localisation régionale

L’analyse de la distribution régionale et plus encore de la localisation cellulaire précise
des récepteurs de la dopamine a été fortement tributaire des méthodes qui ont été développées
dans ce but. La premicre technique a avoir été utilisée pour détecter les deux classes de
récepteurs dopaminergiques a été la visualisation par autoradiographie de la liaison de ligands

radioactifs sur des coupes de tissus.

a. L'autoradiographie des sites de liaison des récepteurs de la dopamine dans le cerveau

L’intérét des méthodes autoradiographiques est limité par la sélectivité et les
caractéristiques physico-chimiques des molécules utilisées (Creese et al., 1983). Néanmoins, ces
techniques ont permis d’identifier assez précisément les principales régions-cibles des systemes
de neurotransmission dopaminergiques, dans le cerveau des mammiferes. Les récepteurs de la
classe D,, dont la distribution a été principalement analysée par 1’autoradiographie de la liaison
du *H-spipérone et du '*I-sulpride, sont assez largement distribués dans le cerveau. La grande
majorité des sites de liaison de ces récepteurs se concentre principalement dans le noyau caudé,
le putamen et la substance noire. Mais on en trouve aussi des quantités importantes dans le bulbe
olfactif, le tubercule olfactif, I’hypothalamus postérieur et dans I’hypophyse antérieure (cellules
a prolactine).

La distribution des sites de liaisons des récepteurs de la classe D, a été étudiée
essentiellement a I’aide du "H-SCH-23390 ou du '“I-SCH-23982. Les récepteurs D, sont aussi
les plus abondants dans le striatum (noyau caudé et putamen) ou ils se retrouvent dans les
neurones GABAergiques qui contiennent aussi de la substance P et qui projettent sur la
substance noire. Des quantités importantes de ces sites de liaison ont été identifiées dans
I’ensemble du cortex principalement dans les aires antérieures. Des taux modérés de sites de
liaison D, sont observés dans I’hippocampe, I’amygdale et dans le diencéphale avec une certaine
concentration dans le noyau suprachiasmatique de 1’hypothalamus et dans le noyau réticulaire du
thalamus. Dans le mésencéphale, les sites de liaison des récepteurs D, sont observés dans la
substance noire. Enfin, il existe un marquage modéré dans les cellules de Golgi de la couche
granulaire du cervelet, mais aussi dans certaines cellules de Purkinje. Il n’existe, a notre

connaissance que trois études publiées sur la localisation des sites de liaison des récepteurs D,
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dans des especes différentes des mammiferes, et elles concernent toutes les trois des oiseaux.
Pour étre bref, ces travaux montrent d’une maniere générale, que la localisation des récepteurs
D, est fortement conservée entre les oiseaux et les mammifeéres. En effet, chez la caille (Ball er
al., 1995) et chez le poulet (Schnabel et al., 1997), la plus forte densité de récepteurs D, a été
également observée dans les régions homologues du striatum. Enfin, chez les étourneaux (Casto
et Ball, 1994) on trouve une forte densité de récepteurs D, dans une aire qui présente un
dimorphisme sexuel marqué dans cette espece, et qui pourrait jouer un réle dans le chant et la
parade nuptiale qui sont particulier aux oiseaux.

En conclusion, ces études autoradiographiques ont démontré I’existence d’une
régionalisation des récepteurs D, et D, qui correspond exactement aux zones de projections des
voies neuronales dopaminergiques (Figure 1 et Figure 10). La localisation massive des
récepteurs dans les noyaux qui synthétisent la dopamine (substance noire pour les récepteurs D,,
ou noyaux hypothalamiques pour les récepteurs D,) suggere aussi qu’ils puissent agir comme
récepteurs pré-synaptiques ou méme comme des autorécepteurs dans certaines structures comme
le striatum. En revanche, malgré quelques tentatives, la description de la distribution de chacun
des sous-types de récepteurs D, ou D, dans le systeme nerveux central a été principalement

réalisée par la technique d’hybridation in situ avec des sondes spécifiques.

b. Distribution des transcrits codants les récepteurs de la dopamine dans le systéme

nerveux central des vertébrés

La difficulté d’obtenir des anticorps spécifiques des sous-types des récepteurs de la
dopamine a conduit la plupart des auteurs a privilégier I’hybridation in situ sur coupes de tissus
pour analyser la régionalisation de ces sous-types. Chez les mammiferes, il existe
paradoxalement peu d’études claires et exhaustives de la localisation des transcrits de récepteurs
de la dopamine. Pour les récepteurs de la classe D, les travaux les plus complets sont ceux de
Mansour et al. (Mansour et al., 1991) et de Schambra et al. (Schambra et al., 1994) pour les
récepteurs D,, et de Tiberi et al. (Tiberi et al., 1991) pour les récepteurs D,;. D’une maniere
générale, la distribution des transcrits est tres semblable de celle des sites de liaison décrits par
autoradiographie. Néanmoins, ces études ont permis de montrer que, chez les mammiferes, le
sous-type D,, est de loin le plus abondant (Figure 10). La prédominance des localisations
striatales pour le sous-type D,, est évidente. En revanche, il n'y a pas d’ARNm D, dans la
substance noire, ce qui révele que les sites de liaison qui étaient observés correspondent a des
récepteurs synthétisés dans les neurones striataux et transportés jusqu’aux terminaisons de ces
neurones. La présence du sous-type D,; dans les aires striatales est discutée et semble varier

d’une espece a 1’autre chez les mammiferes. Absent chez ’homme, il serait présent a un taux
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faible chez le rat et principalement dans le noyau accumbens. Dans les régions corticales, les
deux sous-types semblent colocalisés dans les couches profondes du cortex. Le sous-type D, est
clairement prédominant dans 1’hippocampe et pour le diencéphale, dans le noyau
parafasciculaire du thalamus. Dans I’hypothalamus, en I’absence de comparaison directe, il est
difficile de savoir exactement quelle proportion de chacun des deux sous-types est exprimée,
mais leur localisation est fortement semblable et prédomine dans les noyaux supraoptiques,

paraventriculaires et suprachiasmatiques.

Mise a part la localisation des sous-types D,, et D,; chez les mammiferes, la premiere
analyse de la diversité de répartition des différents sous-types du récepteur D, chez d'autres
especes a été effectuée par Northern blot contre les ARNm de différentes régions du cerveau
d'anguille (Cardinaud et al., 1997). Le récepteur D, ,, est ainsi le plus abondant, mais chaque
sous-type semble avoir des localisations un peu différentes. Ainsi le récepteur D, ,, est présent
dans toutes les régions avec une prédominance pour le tronc cérébral. Le récepteur D, ,, semble
tres faiblement présent dans 1'hypophyse et le cervelet. Le D, quant a lui est majoritaire dans le
diencéphale et absent de 1'hypophyse. Enfin le D,. possede une localisation, analysée
grossierement de cette maniere, proche du D, ,,. Une étude comparée plus précise par hybridation
in situ de la localisation des ARNm des sous-types D, chez 1'anguille (Kapsimali et al., 2000)
montre qu'effectivement les localisations se recoupent largement entre les sous-types avec une
expression graduée D, ,,>D,;>>D,.. Les régions marquées sont le télencéphale (bulbe olfactif et
télencéphale dorsal), le diencéphale (thalamus, hypothalamus, noyau préoptique et tectum
optique) et le cervelet. Seuls le diencéphale et le cervelet possedent un marquage D,.. Le sous-
type D,, est le plus abondant, le récepteur D, est moins représenté mis a part dans le
télencéphale ventro-latéral. On le retrouve également dans quelques régions ou le récepteur D, ,
n'est pas présent tel que 1'équivalent du colliculus inférieur des mammiferes. Enfin le sous-type
D, est exprimé de facon restreinte dans I'hypothalamus dorsal, 1'habenula et le cervelet. Les

marquages D, ,, et D,,, quant a eux se recoupent tres largement.

L'analyse de la localisation de 1'expression du gene rapporteur lacZ sous le contrdle du
promoteur du gene D,, humain a été mené chez la souris (Severynse et al., 1995). Les régions
marquées sont le noyau caudé, le putamen, le thalamus, 1'amygdale, le cortex cérébral,
I'hippocampe et I'hypothalamus. Si cette localisation semble correspondre celle du récepteur D, ,
dans le systeme nerveux central, I'observation détaillée dans différentes régions comme le
striatum indique que des modifications post-traductionnelles doivent affecter la localisation

précise de ces récepteurs.
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Figure 10 : Représentation schématique sagittale des localisations comparée des récepteurs
D, dans le cerveau des vertébrés.

Ce schéma récapitule les différentes localisations observées chez les mammiferes aussi bien pour les
ARNm (hybridation in situ) que les protéines (anticorps ou liaison de ligands) (Ariano et al., 1997b; Huang et al.,
1992; Le Moine et al., 1991; Mansour et al., 1991; Monsma et al., 1990; Severynse et al., 1995; Tiberi et al., 1991).
Par extrapolation, les localisations observées pour les autres especes sont indiquées sur le méme schéma entre autres
pour le récepteur D, (Cardinaud et al., 1997; Kapsimali et al., 2000). Abréviations : AP, aire prétectale; BO, bulbe
olfactif C, cervelet; CE, cortex enthorinal; Cx, cortex; CP, caudate-putamen; Gd, gyrus dentelé; H, hippocampe; Hy,

hypothalamus; NA, noyau accumbens; SN, substance noire; Th, thalamus et TO, tubercule olfactif.
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c. Comparaison chez les mammiféres de la localisation des transcrits des récepteurs D;

avec les marquages immunocytochimiques correspondants

Quand des anticorps contre les récepteurs dopaminergiques ont été disponibles, un certain
nombre de comparaisons complémentaires ont alors été faites entre la localisation des ARNm et
cele des protéines. En général, les résultats obtenus avec les anticorps sont proches de ceux des
hybridations in situ (Levey et al., 1993). Ainsi, les récepteurs D,, et D,; sont coexprimés au
niveau des neurones pyramidaux des cortex préfrontaux, prémoteur, cingulate et entorhinal, de
I'hippocampe et du gyrus dentelé (Bergson et al., 1995; Huang et al., 1992; Smiley et al., 1994).
Cependant, les récepteurs D, , sont retrouvés seuls dans la pars réticulata de la substance noire ol
aucun ARNm n'est détectable. Dans le noyau caudé, les récepteurs D,, sont majoritairement
localisés dans des neurones de taille moyenne GABAergiques (Le Moine et Gaspar, 1998), alors
que les récepteurs D, sont présents seuls dans de les grands neurones cholinergiques (Bergson et
al., 1995). A l'aide d'anticorps spécifiques des récepteurs D,;, dans le cerveau de rat, on trouve
également une bonne corrélation avec les analyses par hybridation in situ (Ariano et al., 1997b).
Ainsi les régions des cortex pariétaux et frontaux, de 1'hippocampe et du gyrus dentelé sont
marqués et, dans une moindre mesure, on retrouve un marquage dans le striatum dorsal, le
tubercule olfactif et le cervelet. La localisation des récepteurs D, chez le poulet est un des rares
travaux d'immunohistochimie dans le cerveau d'un vertébré différent des mammiféres (Schnabel
et al., 1997). L'anticorps utilisé est dirigé contre le D,, humain, et malgré les problemes de
spécificité que cela comporte, la localisation observée correspond a des aires cérébrales
largementhomologue aux régions déja définies chez les mammiferes, ce qui rend compte de la

conservation des structures marquées par ce récepteur au cours de 1'évolution.

I1I.A.2. Localisation subcellulaire

Pour comprendre le rdle physiologique des récepteurs, 1'analyse de la localisation
subcellulaire est tout aussi indispensable que de connaitre leur distribution régionale. La
colocalisation des deux classes de récepteurs D, et D, est importante dans des régions comme le
striatum, le bulbe olfactif et la substance noire. Cependant, a 1'échelle cellulaire cette
colocalisation n'est pas aussi claire (Le Moine et Bloch, 1995). Ainsi, dans le noyau caudé, le
putamen, le noyau accumbens et le tubercule olfactif, les récepteurs D, et D, ségrégent de facons
différentes respectivement dans les neurones de la substance P et ceux de 1'enképhaline. En fait,
seule une petite partie des neurones coexprime les deux classes de récepteurs. L'extension de ces

expériences au cortex préfrontal chez le rat, aboutit aux mémes conclusions. Les récepteurs D, et

Introduction
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D, sont exprimés dans des catégories différentes de neurones pyramidaux (Gaspar et al., 1995),
alors que la colocalisation n'est principalement observée que dans les neurones non pyramidaux

(Vincent et al., 1995).

Les premieres analyses immunoréactives des récepteurs D, se sont focalisées sur le
récepteur D, ,, premier sous-type a étre cloné, et récepteur le plus abondant dans le striatum. La
premicre expérience d'immunohistochimie des récepteurs D,, dans le cerveau de rat a été
obtenue avec un anticorps spécifique contre une région variable du C-terminal du récepteur
(Huang et al., 1992), bien qu'en western blot on ne distingue pas clairement la spécificité de cet
anticorps. La localisation en microscopie électronique des récepteurs dans le striatum montre
qu'ils sont situés sur les dendrites, au niveau de la téte et du corps des épines dendritiques, en
dehors des synapses mais aussi en plus faibles proportions dans les synapses symétriques et
asymétriques (Dumartin ef al., 1998). On observe également le récepteur D,, sur des
terminaisons axonales et un peu de marquage dans les corps cellulaires de nombreuses régions.
Ces observations sont confirmées dans d'autres structures du cerveau comme la substance noire
(Caillé et al., 1996; Levey et al., 1993; Yung et al., 1995), le cortex préfrontal (Muly et al.,
1998; Smiley et al., 1994). La quantification indique que plus de 75% du marquage D, dans le
striatum est associé aux dendrites ou aux épines dendritiques. De méme dans les afférences
corticales du striatum, les récepteurs D, marqués, sont rarement distribués dans les terminaisons
axonales et sont beaucoup plus abondants dans les arborisations dendritiques (43%) et les épines
dendritiques (38%) (Hersch et al., 1995). Tres peu de marquage intracellulaire est observé sauf
dans de rares endosomes, et la voie de synthese (appareil de Golgi et réticulum endoplasmique)
ne montre pas d'immunoréactivité (Caillé et al., 1996). Pour le moment une seule étude (Bergson
et al., 1995) a comparé les localisations des différents sous-types du récepteur D,, dans le
cerveau des primates. Des expériences de double marquage a l'aide d'anticorps contre les
récepteurs D,, et D,; ont montré, dans I'hippocampe et le cortex, que le récepteur D,, semble
prédominant dans les épines dendritiques alors que le récepteur D, serait plutdt localisé dans

l'arborisation dendritique.

Toutes ces expériences montrent une séparation claire entre 1'expression des deux classes
de récepteur D, et D, a 1'échelle cellulaire, avec une localisation principalement synaptique pour
les récepteurs D, qui interviendraient dans la modulation de 'activité électrique, alors que les
récepteurs D, sont plus largement répartis en dehors des synapses et fixeraient la dopamine
libérée de facon “neuroendocrine”. Cependant, tres peu d'expériences ont cherché a corréler la
localisation des différents sous-types de récepteurs de la dopamine dans les neurones, avec leur

fonction. Cette analyse serait importante puisqu'un ciblage cellulaire spécifique pourrait
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expliquer la diversité des récepteurs, dans la mesure ol les localisations régionales de chaque
sous-type se recoupent largement. Toutefois, méme si son étude n'est pas tres développée, la
localisation subcellulaire des différents sous-types du récepteur D,, ne semble pas étre un critere
déterminant de la spécificité fonctionnelle. Il est donc possible que la différence entre chacun des
sous-types provienne de leur capacité a permettre la transduction du signal de facon différente,

lutot que d'une localisation spécifique.
p q p q

Pour décrire plus en détail les caractéristiques fonctionnelles des récepteurs de la
dopamine dans les cellules, j'ai choisi de suivre la voie que prennent les récepteurs depuis leur
biosynthese jusqu'a la membrane plasmique. En effet, pour étre fonctionnels, les récepteurs
doivent étre correctement et précisément ciblés a la membrane plasmique (épines dendritiques,
synapse, ...). Alors seulement, le récepteur est capable d'étre activé par son ligand et de moduler

les voies de signalisation.

lll.B. Biosynthése et adressage intracellulaire des récepteurs D,

La spécificité d'action des récepteurs dans la cellule dépend principalement de
I'environnement moléculaire présent a I'endroit de sa localisation subcellulaire. Les récepteurs de
la dopamine sont des protéines comportant plusieurs segments transmembranaires. Pour mieux
comprendre comment les récepteurs peuvent étre localisés dans des compartiments spécifiques,
il est nécessaire de rappeler comment les protéines et en particulier les récepteurs a sept

segments transmembranaires sont synthétisés et transportés jusqu'a la membrane plasmique.

[11.B.1. Les voies de biosynthese des récepteurs de la dopamine

L'insertion du récepteur dans la membrane du réticulum endoplasmique (RE) intervient
en méme temps que le processus de traduction (Figure 11, étape 1; pour revue voir Schatz et
Dobberstein, 1996). Les récepteurs a sept segments transmembranaires ne posseédent pas de
séquence ‘“‘signal” reconnue par la protéine SRP (Signal Recognition Proteins), protéine
nécessaire pour pouvoir traverser la membrane du réticulum endoplasmique. Il est supposé que
les hélices o0 des segments transmembranaires contiennent des séquences d'ancrage et d'arrét
pour leur insertion correcte dans la membrane du réticulum (Wessels et Spiess, 1988). Des
expériences réalisées avec des peptides synthétiques contenant différentes combinaisons des
segments transmembranaires montrent que 1'insertion des segments des récepteurs des opsines ou
des phéromones dans le réticulum, s'effectue deux par deux (Audigier et al., 1987; Stefan et al.,

1998). Dans le méme temps, durant la synthese du récepteur et sa translocation a l'intérieur de la
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Figure 11 : Biosynthese des récepteurs couplés aux protéines G.

Ce schéma décrit les principales étapes du transport intracellulaire des récepteurs a sept segments

transmembranaires. Apres la traduction des ARNm, le récepteur s'insére dans la membrane du réticulum

endoplasmique (1). Les premieres glycosylations sont utilisées comme un moyen de vérifier le repliement des

protéines. Les récepteurs correctement insérés sont exportés dans des vésicules recouvertes par COP II (2). En se

dirigeant vers le cis-Golgi, ces vésicules échangent les protéines COP II contre COP I. D'autres maturations, telles

que des glycosylations interviennent dans 1'appareil de Golgi (3). A la sortie du trans-Golgi, trois voies d'exportation

sont possibles (4). Les vésicules recouvertes de clathrine sont utilisées dans la voie de sécrétion ainsi que par les

enzymes de recyclage, alors que l'exocytose constitutive n'utilise pas de vésicules recouvertes.
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membrane du réticulum, un phénomene de glycosylation a lieu (Fiedler et Simons, 1995). Cette
glycosylation correspond a I'ajout d'oligosaccharides sur une asparagine extracellulaire (Asn-X-
Ser/Thr). Cette étape est impliquée dans le contrdle de la qualité du repliement des protéines. En
utilisant la tunicamycine, un inhibiteur de la N-glycosylation, on démontre que sans 1'ajout de
N-glycane, les protéines ne peuvent sortir du réticulum. La glycosylation correcte est donc
nécessaire pour le tri des protéines membranaires avant qu'elles ne passent du réticulum vers le
compartiment cis-Golgien (Figure 11, étape 2). Les récepteurs incorrectement repli€s