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Le réle des récepteurs dopaminergiques D2 in vivo

La dopamine est la catécholamine la
plus abondante dans le cerveau, syn-
thétisée par les neurones mésencé-
phaliques de la substance noire (SN)
et de l’aire tegmentaire ventrale
(VTA).

Les neurones dopaminergiques issus
de ces noyaux projettent leurs axones
vers le striatum, le cortex, le systeme
limbique et I’hypothalamus. A travers
ces voies, la dopamine regle plusieurs
fonctions physiologiques telles que
les mouvements volontaires, la coor-
dination du mouvement et la sécré-
tion d’hormones hypophysaires [1].
Parmi les voies dopaminergiques, on
distingue la voie nigro-striée compo-
sée de neurones issus de la SN et se
projetant vers le striatum. Cette voie
est spécifiquement impliquée dans le
controle des mouvements. La dégé-
nérescence de ces neurones est a la
base des symptomes de la maladie de
Parkinson [2, 3], une des maladies
neurodégénératives humaines les
plus fréquentes. Cette maladie est ca-
ractérisée par une incapacité d’entre-
prendre des mouvements volontaires,
ce qui conduit a une akinésie et une
bradykinésie. Les autres voies dopa-
minergiques comprennent, d’une
part, les voies mésolimbiques-méso-
corticales, qui influencent les com-
portements volontaires, I’apprentissa-
ge et la mémoire et, d’autre part, la
voie hypothalamo-tubéro-infundibu-
laire, qui participe au controle de la
synthese et de la sécrétion des hor-
mones hypophysaires, telles que la
prolactine, dont I'inhibition de la sé-
crétion par cette voie est bien docu-
mentée.

L’effet biologique engendré par la
dopamine est dii a I'activation de ré-
cepteurs membranaires appartenant
a la famille des récepteurs a sept do-
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maines transmembranaires qui inter-
agissent avec les protéines liant le
GTP (protéines G) [4]. L’activation
de ces récepteurs par leur ligand
conduit a la formation de seconds
messagers et a I’activation ou a I'inhi-
bition de voies de signalisation spéci-
fiques. Cinq récepteurs de la dopami-
ne différents ont été identifiés a ce
jour. Ces récepteurs sont divisés en
deux sous-groupes: les récepteurs de
type D1 (D1-like), comprenant D1 et
D5; et les récepteurs de type D2 (D2-
like), comprenant les récepteurs D2,
D3 et D4 [1, 4]. Cette classification
est fondée sur leur séquence en
acides aminés, leurs propriétés phar-
macologiques, et leur mode de cou-
plage a I'adénylyl cyclase (AC). Les
récepteurs du sous-type D1 sont cou-
plés positivement a ’AC tandis que
ceux du sous-type D2 le sont négati-
vement. Les récepteurs de type D2
peuvent aussi se lier a d’autres effec-
teurs cellulaires. L’étude de la distri-
bution anatomique de ces récepteurs
a montré un recouvrement des pro-
fils d’expression. Les récepteurs D1
et D2 sont les plus nombreux et les
plus largement synthétisés, alors que
D3, D4 et D5 ont un profil d’expres-
sion restreint. Du point de vue phar-
macologique, il est possible de distin-
guer les récepteurs appartenant au
type D1 de ceux appartenant au type
D2, tandis que la discrimination
entre deux récepteurs du méme
sous-groupe s’avere plus difficile.

Les récepteurs D1 et D2 sont forte-
ment synthétisés par les neurones
épineux du striatum, chacun ne syn-
thétisant généralement qu’un seul
type de récepteur dopaminergique.
Les neurones produisant les récep-
teurs du type DI font partie de la
voie dite directe ou striato-nigrée,

alors que les neurones produisant les
récepteurs du type D2 font partie de
la voie indirecte ou striato-pallidale.
L’activité coordonnée de ces deux
voies est indispensable pour établir et
controler les mouvements volontaires
[5].

Nous nous sommes plus particuliére-
ment intéressés a ’étude de 'activité
physiologique engendrée par I'activa-
tion des récepteurs de type D2. Ces
récepteurs sont abondants dans le
striatum, la SN et I’hypophyse.

Deux isoformes de ce récepteur ont
été décrites, D2L et D2S, engendrées
par un épissage alternatif du méme
gene. Ces isoformes sont colocalisées
dans les mémes tissus, et différent se-
lon leur caractéristiques de couplage
aux protéines G in vitro [6, 7]. Afin
d’étudier la physiologie du récepteur
D2 in vivo, nous avons créé, par re-
combinaison homologue, des souris
mutantes dont les deux alleles du
gene du récepteur D2 ont été invali-
dés [8].

La mutation du géne a été réalisée
en délétant I’exon contenant le site
de démarrage de la traduction (exon
2) du récepteur dopaminergique D2,
et en le remplacant par une cassette
contenant le géne de résistance a la
néomycine sous le contrdle du pro-
moteur du geéne de la phosphoglycé-
rate kinase I (figure 1A). Un clone ES
(cellules souches embryonnaires)
contenant cette mutation insérée par
recombinaison homologue a été
identifié (figure 1B) et injecté dans le
blastocyste d’une souris porteuse.
Des souris chimeres ont été obte-
nues, et certaines ont transmis la mu-
tation a leur progéniture, permettant
d’obtenir des souris hétérozygotes
dont le croisement a conduit a des
animaux homozygotes pour la défi-
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cience en récepteur dopaminergique
de type D2 (figure 1C).

I1 faut noter que les souris mutantes
homozygotes ont un poids inférieur
(15 %) a celui des souris de phénoty-
pe sauvage appartenant a la méme
portée. La consommation d’eau et de
nourriture chez les mutantes homo-
zygotes décroit aussi de 10 % a 15 %,
et enfin la température corporelle de
ces derniéres est réduite de 0,7 °C.

Conséquences fonctionnelles
de I’absence du récepteur D2

L’absence d’expression du gene
codant pour le récepteur D2
n’engendre pas de modification de
I’expression des autres récepteurs
dopaminergiques, ce qui indique que
I’absence du récepteur D2 chez I’ani-
mal n’est compensée par aucun des
autres récepteurs du type D2 ou du
type DI.

L’étude de I'expression de certains
peptides synthétisés par les neurones
épineux du striatum a permis d’ana-

 Striatum

Figure 1. Recombinaison homologue
du géne codant pour le récepteur
dopaminergique D2. A. Représenta-
tion schématique de la stratégie utili-
sée. B. Analyse par la méthode de
Southern blot de I’ADN génomique
extrait de cellules ES normales (WT,
wild type) et d’un clone de cellules
ES ou la recombinaison du géne D2
a eu lieu (HR). C. Analyse par la mé-
thode de Southern blot de I’ADN gé-
nomique extrait de queues de souris
normales (+/+), hétérozygotes pour
la recombinaison du géne D2 (+/-),
ou homozygotes pour la déficience
en D2 (-/-).

Figure 2. Représentation schéma-
tique de la voie dopaminergique ni-
grostriée. DA : dopamine; SNr: sub-
stantia nigra pars reticulata, SNc:
substantia nigra pars compacta;
Enk: enképhaline; D2 et D1: récep-
teurs dopaminergiques D2 et D1;
Dyn: dynorphine,; Sp: substance P;
GP: globus pallidus,; STN: noyaux
sous-thalamiques; SC: colliculus su-
périeur.

m/s n°3, vol. 12, mars 96



lyser les retombées physiologiques de
I’absence de récepteurs D2.

En particulier, nous avons analysé,
par la technique d’hybridation in
situ, I'expression de la proenképhali-
ne, marqueur des neurones conte-
nant le récepteur D2 et donc de la
voie striato-nigrée indirecte; mais
aussi de la substance P et de la dynor-
phine, marqueurs des neurones
contenant le récepteur D1 et appar-
tenant a la voie striato-nigrée directe
(figure 2). Ces expériences nous ont
permis d’observer une augmentation
de 40 % du niveau du messager
codant pour la proenképhaline et
une diminution de 15% du niveau
du messager codant pour la substan-
ce P. L’altération de I’expression de
ces peptides chez les souris D2-/-
ressemble fortement aux modifica-
tions observées dans le modé¢le expé-
rimental de la maladie de Parkinson,
obtenu par lésion des fibres dopami-
nergiques nigro-striées sous 1’effet
d’une injection de 6-hydroxydopami-
ne (6-OHDA) [9].

De facon trés intéressante, nous
avons détecté une élévation du ni-
veau d’expression de I’enzyme gluta-
mate décarboxylase (GAD), partici-
pant a la syntheése de Iacide
y-aminobutyrique (GABA), dans le
cortex et de facon plus réduite dans
le striatum. Cette augmentation
pourrait représenter un mécanisme
compensatoire dans le cerveau des
souris mutantes. Si I’on suppose que
I’absence des récepteurs D2 conduit
a un mauvais fonctionnement de la
voie indirecte avec une désinhibition
des neurones pallidaux et sous-thala-
miques, entrainant une stimulation
accrue des neurones nigrés, I'activité
de ceux-ci ne serait plus suffisam-
ment équilibrée par I'action de la
voie directe. Cela pourrait provoquer
une distorsion du signal en retour
vers le cortex et vers les autres consti-
tuants de la voie motrice. Ces fonc-
tions altérées pourraient étre com-
pensées, par exemple, par une
augmentation du taux du GABA cor-
tical, conduisant a I'inhibition des
neurones du striatum exprimant nor-
malement le récepteur D2.

Au niveau de I'hypophyse, le récep-
teur dopaminergique D2 participe au
controle inhibiteur de la synthése et
de la sécrétion d’hormones hypophy-
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saires, comme la prolactine. De fait,
nous notons que I’absence de récep-
teur D2 chez les souris mutantes se
traduit par une élévation du taux de
prolactine et d’autres hormones hy-

pophysaires.

Le comportement locomoteur des
souris mutantes

Connaissant le role de la voie nigros-
triée dans la coordination du mouve-
ment, nous avons étudié la locomo-
tion chez les souris mutantes. Nous
avons noté que les mouvements des
souris mutantes sont plus lents que
ceux des animaux normaux. Ces sou-
ris ont une posture qui parait anor-
male, affectant les pattes antérieures
et postérieures. Des tests comporte-
mentaux destinés a I’étude des fonc-
tions motrices nous ont montré que
la locomotion des souris D2-/- est
réduite de 70 % par rapport aux sou-
ris normales; de plus, des fonctions
stéréotypées comme I’exploration ou
le redressement sont absentes. Une
forte réduction de la coordination du
mouvement ainsi que des mouve-
ments spontanés a aussi été observée.
Nos résultats confirment donc que le
récepteur D2 de la dopamine a un
role trés important dans les mouve-
ments volontaires. Ce phénotype
contraste avec celui des souris défi-
cientes en récepteur dopaminer-
gique DI, normal ou limité a une
faible hyperlocomotion selon les au-
teurs [10, 11]. Dans le modeéle expé-
rimental de la maladie de Parkinson,
par lésion des fibres dopaminer-
giques par la 6-OHDA, la symptoma-
tologie semble étre expliquée non
pas par un manque d’activation des
récepteurs D1, mais surtout par celle
des récepteurs D2 dii a ’absence de
dopamine. Les récepteurs D2 jouent
donc bien le réle principal dans le
controle des mouvements coordon-
nés.

Cela nous ameéne a suggérer que les
souris D2-/- pourraient étre utilisées
comme modele particulierement in-
téressant de la maladie de Parkinson
dans Ia mesure ou ces souris synthéti-
sent de la dopamine mais sont défi-
cientes en I'un des récepteurs. Elles
vont nous permettre d’analyser I’effet
de substances agonistes ou antago-
nistes des récepteurs présents dans la

voie dopaminergique indirecte sur

les anomalies des mouvements volon-

taires. Quoiqu’un travail détaillé de

caractérisation des animaux mutés

nous attende encore, nos résultats

nous ont déja permis de mieux défi-

nir la fonction in vivo des récepteurs
D2 de la dopamine.
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