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Effets cellulaires de la nicotine

La nicotine interféere avec des processus physiologiques en mimant l'action d'un
neurotransmetteur, l'acétylcholine. Elle active 1'un des deux types de récepteurs pour
l'acétylcholine, récepteurs nommés pour cette raison «récepteurs nicotiniques de
l'acétylcholine » (nAChRs).

Les nAChRs appartiennent a la superfamille des canaux ioniques activés par des ligands
(ligand-gated ion channels ou LGIC) qui sont des protéines transmembranaires engagées dans
les réponses rapides aux neurotransmetteurs. Ils peuvent exister sous différents états
structuraux interconvertibles. La liaison de la nicotine stabilise, au moins de maniére
transitoire, un état ouvert du canal qui va laisser pénétrer les ions chargés positivement
(cations). En particulier, sodium et calcium vont entrer dans la cellule. Cette activation des
récepteurs par la nicotine modifie ensuite I'état des neurones via des mécanismes divers. Les
nAChRs sont formés de cinq sous-unités organisées de maniere symétrique autour du canal
ionique. Ces sous-unités appartiennent a une famille multigénique et l'assemblage
combinatoire des sous-unités rend possible 'existence d'un grand nombre de récepteurs
différents. Les récepteurs nicotiniques sont présents dans tout le systéme nerveux,
l'expression de chaque isoforme suivant des motifs spatio-temporels complexes. Du fait de
cette variété de distributions, mais aussi de la diversité fonctionnelle des récepteurs, la
nicotine va présenter des effets pléiotropes. Ces effets, aux conséquences parfois opposées au
plan comportemental, rendent difficile I'étude des processus de dépendance chez l'animal.

Diversité des sous-unités nicotiniques

Les études biochimiques, réalisées dans les années 1970 sur les organes électriques de torpille
et de gymnote, ont permis de purifier le premier nAChR (Changeux et coll.,, 1970) et de
découvrir que c'était une protéine pentamérique formée de quatre types différents de sous-
unités (Weill et coll., 1974). Elles ont été nommées o , B,y et & en suivant leur poids
moléculaire. Plus tard, une autre sous-unité € , a été découverte, remplacant y dans le
muscle mature des tétrapodes (revue Changeux, 1990). Les sous-unités des nAChRs
appartiennent a la superfamille des canaux ioniques activés par des ligands qui contient
également des récepteurs du GABA, de la glycine, et de la sérotonine (Galzi et Changeux
1994, Le Novere et Changeux 1999). Chaque sous-unité des nAChRs suit le méme schéma
d'organisation transmembranaire (figure 2.1A). Une large partie amino-terminale, portant les
composants du site de liaison de 1'acétylcholine (et de la nicotine), fait face a I'environnement
extracellulaire. Elle est suivie par trois segments transmembranaires, le second formant la
paroi du pore ionique, puis un large domaine intracellulaire et un quatrieme segment
transmembranaire (Corringer et coll., 2000 ; Karlin, 2002).

Les méthodes de clonage moléculaire ont révélé l'existence de génes homologues, c'est-a-dire
apparus par duplication génique a partir d'un ancétre commun, codant les sous-unités des



nAChRs du systeme nerveux (Conti-Tronconi et coll., 1985). Neuf sous-unités « neuronales »
ont été clonées a ce jour chez les mammiferes. Les six sous-unités possédant deux cystéines
adjacentes, importantes pour la liaison de 1'acétylcholine (Kao et coll., 1984) et de la nicotine
ont été nommées o 2-7. Les autres ont été nommées na 1-3 puis 3 2-4. Chez 'homme, la
taille des sous-unités varie de 457 acides aminés (0 1) a 627 acides aminés (0 4). L'identité
globale de séquence entre les sous-unités humaines varie de 36,3 % (a 7/B 3) a 72,4 % (a 2/
a 4), ce qui est assez élevé et reflete 1'unité de fonction au sein de la famille des nAChRs.
L'identité de séquence entre les sous-unités humaines et celles de rat varie de 82,2 % (B 4) a
93,2% (B 2). La conservation de séquence n'est pas uniforme le long de la sous-unité. La
partie cytoplasmique est hautement variable alors que la partie amino-terminale
extracellulaire, les portions de la partie cytoplasmique flanquant le pore et les segments
transmembranaires sont trés conservés.

Figure 2.1 : Structure des récepteurs nicotiniques

A E

v

[l m
it 10l

i (7]
I_@T:':'tm O -

Sy,

A : schéma d'organisation d'une sous-unité de récepteur nicotinique.

B : interaction d'un récepteur nicotinique avec différents effecteurs allostériques. Nic= nicotine ; P= phosphate ;
NCB=non-competitive blocker.

C:image d'un nAChR d'organe électrique de torpille, reconstruite a partir d'analyses par microscopie
électronique de cristaux bidimensionnels (Unwin, 2000).

D : structure atomique de ' AChBP, une protéine de mollusque homologue de la partie extracellulaire des



nAChRs (Bregj et coll., 2001).

E : structure du domaine transmembranaire reconstruite a partir d'analyses par microscopie électronique de
cristaux bi-dimensionnels (Miyazawa et coll. 2003).

F : site de liaison de la nicotine a l'interface de deux sous-unités a 7 adjacentes. Les résidus de la partie dite
principale sont représentés en gris foncé, et les résidus de la partie dite complémentaire en plus clair. La molécule
de nicotine est représentée arrimée dans le site de liaison.

L'étude phylogénétique des sous-unités du nAChR (figure 2.2) révele quelques sous-familles
claires (Le Novere et Changeux, 1995 ; Ortells et Lunt, 1995 ; Le Novere et coll., 2002b). Ces
sous-familles, définies sur la base des séquences protéiques et de la structure des genes
(positions des introns dans la séquence codante) sont en accord avec les groupes de
récepteurs définis fonctionnellement (par des caracteres biochimiques, pharmacologiques ou
cinétiques), ce qui signifie que la combinatoire des sous-unités au sein des récepteurs n'est
pas totale, avec un nombre restreint de combinaisons possibles, et que 'assemblage répond a
des regles précises. Dans les neurones, deux sous-groupes de sous-unités ont été identifiés.
Les sous-unités a 7 (et a 8 chez le poulet) forment des récepteurs homopentamériques,
hautement perméables au calcium et se désensibilisant extrémement rapidement. Au
contraire, les récepteurs contenant les sous-unités a 2-6 et 3 2-4 forment toujours des
hétéropentameres, montrent une perméabilité au calcium moindre et se désensibilisent plus
lentement (revue dans Role et Berg, 1996).
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Figure 2.2 : Relations entre I'histoire évolutive des sous-unités de nAChRs et les propriétés des
récepteurs. MYA: million years ago

Structure moléculaire des nAChRs

Les nAChRs étant des molécules transmembranaires, la détermination de leur structure a
I'échelle atomique reste pour l'instant hors de portée (la rhodopsine est a I'heure actuelle la
seule protéine transmembranaire eucaryote dont la structure a été déterminée a haute
résolution, ceci du fait de conditions trés particulieres qui ne sont pas applicables aux autres



récepteurs). L'information disponible repose donc largement sur des témoignages indirects.
Cependant, des développements récents sont en train de changer ce point de vue (revue
dans Karlin, 2002).

Structure globale du pentamere

La structure a faible résolution des nAChRs fut initialement déterminée par microscopie
électronique de molécules uniques (Cartaud et coll., 1973), ou de cristaux bidimensionnels
(Kistler et Stroud, 1981) de récepteur d'organe électrique de torpille. Ces méthodes ont
maintenant une résolution permettant d'avoir une idée de l'organisation détaillée des
récepteurs (Miyazawa et coll., 1999 ; Unwin, 2000). Les nAChRs sont composés de cinq sous-
unités arrangées autour d'un axe de pseudo-symétrie perpendiculaire a la membrane (figure
2.1C). Cette structure en rosette a été récemment confirmée par la cristallisation d'une
protéine synaptique de mollusque, l'acetylcholine binding protein (AChBP), homologue de la
partie amino-terminale des sous-unités des nAChRs (Brejc et coll., 2001) (figure 2.1D).
Comme cela avait été prédit sur la base d'analyse de séquences, la structure du domaine
amino-terminal des sous-unités nicotiniques est dite en «sandwich» B, semblable aux
immunoglobulines (Le Novere et coll., 1999a ; Corringer et coll., 2000).

Structure du site de liaison de la nicotine

Les techniques de marquage par affinité et la mutagénese dirigée ont permis de montrer que
les sites de liaison des agonistes sont localisés a l'interface entre deux sous-unités adjacentes,
et sont formés de deux composants (Galzi et Changeux, 1994 ; Sine, 2002). Le composant
principal est porté par les sous-unités dites o (exceptée o 5, qui ne doit son nom qu'au
doublet de cystéines adjacentes). Lui faisant face sur la sous-unité adjacente, le composant
complémentaire est porté par les sous-unités [3 2 et B 4 mais aussi les sous-unités a 7 qui
peuvent former des homopentameres. Cet agencement a été confirmé par les modeles de
nAChRs construits a partir de la structure de ' AChBP (Le Novere et coll., 2002a ; Schapira et
coll., 2002 ; Sine et coll., 2002) (figure 2.1E).

La premiere conséquence de cet arrangement est qu'une sous-unité (par exemple o 7 dans
les homopentameres) peut participer a plusieurs sites de liaison par ses composants
principaux et complémentaires. Il est a noter que c'est également le cas pour les récepteurs
du GABA de type A, homologues des nAChRs, ot1 la sous-unité a participe en méme temps
au site de liaison du GABA par sa composante complémentaire, faisant face a la sous-unité
B , et au site de liaison des benzodiazépines par sa composante principale, faisant face a la
sous-unité y (Galzi et Changeux, 1994 ; Hevers et Liiddens, 1998). Ce mécanisme de liaison
différentielle pourrait expliquer la potentiation des nAChRs par la toxine endogene LynxI

(Miwa et coll., 1999 ; Ibanez-Tallon et coll., 2002).

La seconde conséquence, d'une importance majeure, est qu'une large variété de sites peut
étre engendrée par la combinaison des différentes sous-unités. Effectivement, les études
d'expression hétérologue en ovocytes de xénope et dans différents types de cellules, mais
également les études de patch-clamp dans des préparations de cerveau et de ganglion
suggerent que les multiples combinaisons de sous-unités s'assemblent pour former des
nAChRs fonctionnels présentant des caractéristiques pharmacologiques et des propriétés
ioniques distinctes (Luetje et Patrick, 1991 ; Chavez et coll., 1997 ; Colquhoun et Patrick,
1997 ; Gerzanich et coll., 1997 ; Fucile et coll., 1998 ; Léna et coll., 1999). Les sous-unités ne
participant pas au site de liaison des agonistes, comme a 5, affectent également les
propriétés des récepteurs hétéromériques (Ramirez-Lattore et coll,, 1996 ; Wang et coll,,



1996 ; Gerzanich et coll., 1998) y compris leur spectre pharmacologique, en agissant sur les
équilibres entre conformations (vide infra). Au final, on obtient un grand nombre de
récepteurs, possédant une sensibilité variable a la nicotine, et produisant des réponses
drastiquement différentes a cette substance. Une quinzaine de récepteurs différents a été
identifiée a ce jour, mais il est trés probable qu'ils ne représentent que les isoformes
principales.

Structure du domaine transmembranaire

La liaison des bloquants du canal ainsi que la mutagenése dirigée ont permis de montrer que
la paroi du pore ionique était formée principalement par les seconds segments
transmembranaires de chaque sous-unité (Giraudat et coll., 1986 ; Hucho et coll., 1986 ; Imoto
et coll, 1986). L'analyse précise de ces segments a permis de mettre en évidence une
structure stratifiée, et d'identifier les déterminants de la sélectivité ionique ainsi que la
localisation des « portes » d'activation et de désensibilisation (Galzi et coll., 1992 ; Corringer
et coll., 1999 ; Wilson et Karlin, 1998 et 2001). Si la structure du canal au niveau atomique
n'est toujours pas résolue, la microscopie électronique a cependant permis d'en obtenir une
image assez détaillée, a la fois dans 1'état ouvert et dans des états fermés (Unwin, 1995 ;
Miyazawa et coll., 2003).

Modulation des transitions allostériques des nAChRs

Les récepteurs nicotiniques peuvent exister sous différents états structuraux
interconvertibles, cette propriété étant la base méme de leur fonction (Edelstein et Changeux,
1998). Il y a trois types d'états structuraux: basal (ou de repos), actif (ou ouvert), et
désensibilisé (Sugiyama et Changeux, 1975) (figure 2.3A). Un ligand va stabiliser 1'état pour
lequel il a la plus forte affinité. Ainsi la liaison des agonistes, par exemple la nicotine,
stabilise normalement 1'état ouvert (au moins de maniere transitoire) et provoque l'entrée de
courant (figure 2.3C). Cependant, les stabilités relatives des différents états sont variables
selon que les récepteurs sont non ligandés, mono-ligandés ou bi-ligandés (et méme tri-,
quadri- ou penta-ligandés dans le cas des homopentameres o 7) (Edelstein et coll., 1996). Des
effets paradoxaux peuvent dés lors apparaitre, comme par exemple la désensibilisation des
récepteurs par des concentrations non activantes de nicotine (figure 2.3B). Au vu des
concentrations circulantes de nicotine chez le fumeur, il n'est pas exclu que dans certains cas
la nicotine n'agisse pas en mimant l'acétylcholine endogéne, mais au contraire en
désensibilisant les récepteurs qui des lors ne peuvent plus répondre a la liaison
d'acétylcholine, l'affinité des récepteurs pour la nicotine étant en général plus forte que celle
pour l'acétycholine (Dani et Heinemann, 1996 ; Mansvelder et coll., 2002). Les constantes de
transition conformationelle, comme les affinités des différents états pour la nicotine,
dépendent de l'identité des sous-unités formant le récepteur. De ce fait, non seulement les
effets de la nicotine sur les différents récepteurs seront variables, mais ils dépendront
beaucoup de la cinétique d'administration de la nicotine.

L'équilibre entre les différents états conformationnels est affecté par les ligands compétitifs,
agonistes et antagonistes, qui se fixent sur le site de liaison de 1'acétylcholine mais également
par de nombreux effecteurs dits « allostériques » qui se fixent hors du site (figure 2.1B, Léna
et Changeux, 1993a). Ainsi l'activité des nAChRs est modifiée par des phosphorylations
(Teichberg et coll., 1977 ; revue dans Huganir et Greengard, 1990), des stéroides (Valera et
coll., 1992), les ions calcium (Vernino et coll., 1992 ; Galzi et coll., 1996), certains insecticides
(Krause et coll., 1998) ou encore le peptide 3 -amyloide (Pettit et coll., 2001 ; Dineley et coll.,



2002). Ces régulateurs peuvent stabiliser 1'état actif (ils potentialisent l'effet des agonistes
compétitifs) ou les états fermés (ils agissent alors comme des antagonistes non compétitifs).
De plus, les nAChRs neuronaux sont sensibles a la différence de potentiel transmembranaire,
leur conductance diminuant aux voltages positifs (Sands et Barish, 1992). Ces mécanismes
pourraient permettre une régulation fine de la fonction des nAChRs, dépendante du contexte
spatio-temporel du récepteur relativement aux autres systémes de transmetteurs, mais aussi
aux régulations endocriniennes et a 1'état de la cellule.

Figure 2.3 : Propriétés allostériques des récepteurs nicotiniques

A : Interconversions entre les trois états des récepteurs nicotiniques (B : basal, A : actif, D : désensibilisé). La taille
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B : Energie libre des différents états, non ligandé, mono-ligandé et bi-ligandé. En présence de concentrations non-

saturantes d'agonistes, les récepteurs mono-ligandés peuvent étre stabilisés dans 1'état désensibilisé sans qu'il y
ait ouverture du canal.

C: Réaction d'une population de récepteurs en présence d'une concentration activante de nicotine. Il y a tout
d'abord une stabilisation rapide des récepteurs dans I'état actif, puis une stabilisation progressive dans I'état
désensibilisé. Quand 'agoniste disparait du milieu, les récepteurs sont de nouveau stabilisés dans 1'état basal.

Effets cellulaires de la liaison de la nicotine



L'activation des nAChRs par la nicotine affecte la cellule neuronale par deux mécanismes
distincts (figure 2.4). D'une part, l'entrée de courant provoque une dépolarisation de la
membrane plasmique qui va se propager (l'excitatory post-synaptic potential ou EPSP). D'autre
part, le calcium entrant par les nAChRs va agir a la fois en modulant l'activité d'autres
canaux, mais aussi en affectant diverses cascades de seconds messagers.
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Les fleches fines en gris clair représentent la propagation de la dépolarisation membranaire, des nAChRs vers des
canaux dépendants du voltage. Les fleches en gris foncé représentent les entrées de calcium dans la cellule. Les
fleches épaisses en pointillés représentent les effets du calcium.

Figure 2.4 : Conséquences de l'activation des récepteurs nicotiniques sur la physiologie cellulaire

Probléme des synapses nicotiniques

Jusqu'a présent, la seule synapse nicotinique neurone-neurone identifiée — c'est-a-dire dont
on a identifié précisément le récepteur — est la synapse se trouvant sur le soma des neurones
post-ganglionnaires autonomes. Cette synapse provoque les EPSPs responsables de la
transmission motrice autonome principale (Halvorsen et Berg, 1986 ; Loring et Zigmond,
1987 ; De Biasi, 2002). Dans le systéme nerveux central, plusieurs synapses avec des profils
correspondant aux nAChRs hétéromériques ont été suggérées sur la base d'arguments
électrophysiologiques. La cellule de Renshaw, un interneurone GABAergique localisé dans
la moelle épiniere, présente des réponses nicotiniques synaptiques, provoquées par une
stimulation cholinergique en provenance du motoneurone (Dourado et Sargent, 2002).
Plusieurs réponses nicotiniques de type synaptique ont été enregistrées dans I'habénula
médiale (McCormick et Prince, 1987a), dans le noyau genouillé dorso-latéral du thalamus
(McCormick et Prince, 1987b), dans l'amygdale (Nose et coll., 1991), dans le cortex visuel
(Roerig et coll., 1997) et dans la substance noire pars compacta (Futami et coll., 1995;
Sorenson et coll., 1998). Plusieurs indices semblent indiquer une autre possibilité dans le



noyau ambigu (Wang et coll., 1991 ; Zhang et coll., 1993). Plus récemment, des synapses qui
correspondraient plutét a des récepteurs de type a 7 ont également été observées dans
I'hippocampe (Alkondon et coll., 1998 ; Frazier et coll., 1998 ; Heft et coll., 1999), dans le
noyau supra-optique de I'hypothalamus (Hatton et Yang, 2002) et dans la couche X de la
moelle épiniere (Bordet et coll., 1996 ; Bradaia et Trouslard, 2002).

Les synapses nicotiniques neurone-neurone peuvent étre complexes et comporter différents
types de récepteurs. Par exemple, la partie post-synaptique de la synapse autonome motrice
comporte des récepteurs agrégés de type a 3B 4(B 2)a 5 (Halvorsen et Berg, 1990 ; Vernallis
et coll,, 1993 ; Wilson Horch et Sargent, 1995) mais également des récepteurs a 7 dispersés
sur les épines dendritiques faisant face au bouton présynaptique (Jacob et Berg, 1983 ; Loring
et coll., 1985 ; Shoop et coll., 1999). Les vésicules présynaptiques sont concentrées au niveau
des densités post-synaptiques, supposées étre des agrégats de récepteurs hétéromériques
(Shoop et coll., 2002). Cependant, les récepteurs a 7 dispersés sur les épines dendritiques
sont non seulement fonctionnels, mais importants pour une transmission correcte (Zhang et
al., 1997; Chang et Berg, 1999), et I'hypothése a été émise d'une activation a partir d'une
diffusion latérale de transmetteurs. La nicotine circulante pourrait évidemment agir sur les
deux types de récepteurs.

Les effets physiologiques prépondérants de l'acétylcholine dans le systéme nerveux central
semblent principalement dus a l'activation non synaptique des nAChRs (Descarries et coll.,
1997). Ces récepteurs participeraient a la transmission paracrine ou volume transmission (par
opposition a la transmission cdblée classique, appelée wiring transmission) (Fuxe et Agnati,
1991; Zoli et Agnati, 1996). Dans ce mode de transmission, de faibles concentrations
circulantes d'effecteurs agissent sur des récepteurs pouvant présenter une faible densité. Les
effets de la nicotine seraient alors de moduler d'autres systemes de neurotransmission plutdt
que d'affecter directement la décharge des neurones cibles.

Modulation de la libération d'autres neurotransmetteurs par la nicotine

Les récepteurs nicotiniques sont en fait observés sur de nombreux compartiments des
neurones. En plus de leur présence sur les dendrites et le soma de nombreux neurones, on
les trouve au niveau des sites de libération des neurotransmetteurs, sur les varicosités et les
terminaisons axonales. De nombreux effets documentés de la nicotine impliquent 1'activation
de populations de récepteurs présentant une localisation présynaptique (Wonnacott, 1997 ;
MacDermott et coll., 1999) ou préterminale (Léna et coll., 1993).

On sait que la nicotine accroit la libération de dopamine dans le striatum, le cortex et
I'hypothalamus (Westfall, 1974 ; Giorguieff et coll., 1976 ; Imperato et coll., 1986 ; Summers et
Giacobini, 1995 ; Pontieri et coll.,, 1996 ; Picciotto et coll., 1998 ; Ferrari et coll., 2003), de
noradrénaline dans I'hippocampe et I'hypothalamus (Hall et Turner, 1972 ; Arqueros et coll.,
1978 ; Sershen et coll., 1997 ; Léna et coll., 1999), de GABA dans le noyau interpédonculaire,
le thalamus, I'hippocampe et le systéme mésostrié (Léna et coll., 1993 ; Kayadjanian et coll.,
1994 ; Léna et Changeux, 1997 ; Maggi et coll., 2001), de glutamate dans le bulbe olfactif, le
cortex, I'hippocampe, I'habénula médiale et l'aire tegmentale ventrale (Vidal et Changeux,
1993 ; McGehee et coll., 1995; Alkondon et coll., 1996 ; Gray et coll.,, 1996 ; Aramakis et
Metherate, 1998 ; Mansvelder et McGehee, 2000 ; Marchi et coll., 2002 ; Lambe et coll., 2003),
et d'acétylcholine dans le noyau interpédonculaire, le striatum et le cortex (Rowell et
Winkler, 1984 ; Grady et coll., 2001 ; Machova et coll., 2003).

L'accroissement de la libération des neurotransmetteurs par la nicotine est di en partie a la
dépolarisation de la membrane plasmique provoquée par l'entrée de courant. Par exemple,



dans les terminaisons dopaminergiques du striatum, la nicotine accroit la libération de
dopamine en activant des canaux calcium dépendants du voltage (Kulak et coll., 2001). Mais
l'accroissement de la libération d'autres transmetteurs peut aussi étre due a l'entrée de
calcium dans les terminaison axonales directement par les nAChRs (Léna et Changeux,
1997).

Effets de la nicotine dus a l'entrée de calcium

Les récepteurs nicotiniques neuronaux sont tous tres perméables au calcium. La perméabilité
relative calcium/sodium atteint plusieurs unités pour la plupart des récepteurs
hétéromériques (Sands et Barish, 1991 ; Mulle et coll., 1992 ; Vernino et coll., 1993), et peut
atteindre plusieurs dizaines pour les homomeres a 7 (Séguéla et coll., 1992).

L'effet le mieux documenté de l'entrée de calcium par les nAChRs est 1'activation d'autres
canaux membranaires, sur la membrane plasmique comme sur des compartiments
intracellulaires. La nicotine produit notamment un effet inhibiteur sur certains neurones en
activant, via I'entrée d'ions calcium, des canaux chlore et potassique, comme dans le septum
dorso-latéral et la cochlée (Wong et Gallagher, 1989 ; Blanchet et coll., 1996), localisés sur la
membrane plasmique. Le calcium entrant dans la cellule par les nAChRs agit également sur
les récepteurs de la ryanodine, présents sur la membrane du réticulum endoplasmique lisse,
en entrainant des phénomenes de calcium-induced calcium release (Berridge, 1998). Des vagues
de calcium peuvent parfois apparaitre dans les varicosités (Brain et coll., 2001). Selon les
terminaisons, les nAChRs peuvent agir plutot sur les canaux dépendants du voltage ou sur
les stocks intracellulaires de calcium (Dajas-Bailador et coll., 2002).

Le calcium cytoplasmique, entrant directement par les nAChRs, ou bien provenant des
réservoirs intracellulaires, va agir sur plusieurs cascades de phosphorylation, principalement
via la protéine kinase C, la calmoduline kinase et les Mitogen Activated Protein (MAP)
kinases. Ces cascades modulent ultimement la fonction de facteurs de transcription,
notamment des geénes de réponse rapide de type AP-1 (fos et jun B) ainsi que CREB. Par
exemple, les nAChRs activent CREB via les réservoirs intracellulaires de calcium activant les
voies MAP kinases et calmoduline kinase (Chang et Berg, 2001).

Modulation de I'expression de plusieurs facteurs de transcription par la nicotine

L'action des traitements par la nicotine sur I'expression des genes de réponse précoce AP-1,
et de c-fos en particulier, est la mieux documentée. L'injection locale de nicotine dans 1'aire
tegmentale ventrale (ATV) accroit I'expression de la protéine c-fos dans le noyau accumbens
de rat (Panagis et coll., 1996), cible des neurones dopaminergiques présents dans I'ATV.
L'effet de l'injection systémique de nicotine sur l'expression de c-fos dans I'ATV elle-méme
est discutée. Certains auteurs n'ont pas observé de modification (Ren et coll., 1992), alors que
d'autres ont mis en évidence un accroissement (Pang et Sagar, 1993). L'auto-administration
intraveineuse de nicotine entraine également un accroissement de l'expression de c-fos dans
les zones de projection de I'ATV, c'est-a-dire le noyau accumbens et le cortex préfrontal
(Pagliusi et coll., 1996). Les conséquences des traitements nicotiniques varient selon les
facteurs de transcription. Un traitement chronique a la nicotine accroit la réponse de c-fos a
une injection de nicotine mais au contraire supprime la réponse de jun B (Nisell et coll.,
1997). Les traitements nicotiniques affectent également 1'expression et la phosphorylation de
CREB (Pandey et coll., 2001). En particulier, l'activité de CREB est accrue dans le cortex
préfrontal et diminuée dans le noyau accumbens (Brunzell et coll., 2003)



La nicotine agit sur 'expression de plusieurs autres génes. Par exemple, des injections aigués
de nicotine provoquent une augmentation des ARN messagers codant pour la tyrosine
hydroxylase, enzyme initiale de la biosynthése des catécholamines dans le locus cceruleus,
origine de l'innervation noradrénergique ascendante (Mitchell et coll., 1993). Un traitement
chronique avec de la nicotine provoque un accroissement de la tyrosine hydroxylase dans le
cortex préfrontal, champ récepteur de toutes les projections catécholaminergiques (Brunzell
et coll., 2003).

Distribution des récepteurs nicotiniques

A partir des 16 sous-unités humaines, et en prenant en compte les régles d'assemblage les
plus communément admises, on peut former plus de 3 000 récepteurs différents. Parmi
toutes ces possibilités, seules quelques-unes sont plausibles lorsque l'on consideére la
distribution des sous-unités, leur niveau d'expression, et la pharmacologie observés in vivo.

Localisation des récepteurs nicotiniques hors du systeme neuromusculaire

Avant de présenter plus en détail la distribution des récepteurs nicotiniques dans le systéme
nerveuy, il n'est pas inutile de rappeler que ces récepteurs sont présents dans de nombreux
autres tissus (Sharma et Vijayaraghavan, 2002). Bien que leur lieu d'expression principal soit
les cellules excitables des systémes nerveux et musculaire, on les trouve également dans des
types cellulaires variés. En particulier, leur présence est bien documentée dans les épithélia
et les leucocytes. Via la modulation du calcium intracellulaire, les nAChRs interviennent
dans la différenciation des kératinocytes (Grando et coll., 1996) — en particulier, le role d'a 7 a
été avancé (Arredondo et coll.,, 2002) — ainsi que dans leur adhésion et motilité (Grando et
coll.,, 1995 ; Zia et coll., 2000). Dans 1'épithélium bronchique (Klapproth et coll., 1998 ; Maus et
coll.,, 1998), l'effet sur I'adhésion et la motilité semble plutét passer par des récepteurs
hétéromériques (Zia et coll,, 1997). Dans le sang, les récepteurs sont présents dans les
lymphocytes (Toyabe et coll., 1997 ; Battaglioli et coll., 1998 ; Benhammou et coll., 2000), les
granulocytes (Lebargy et coll., 1996) et les macrophages (Wang et coll., 2003), mais aussi dans
l'endothélium vasculaire (Macklin et coll, 1998). Enfin, la présence de récepteurs
nicotiniques a également été rapportée dans I'épithelium thymique (Wakkach et coll., 1996 ;
Navaneetham et coll., 1997) et les cellules gliales (Rogers et coll., 2001).

Localisation des récepteurs nicotiniques au sein du systeme neuromusculaire

Au niveau du systéeme neuromusculaire, la séparation en sous-unités musculaires et sous-
unités neuronales est globalement vérifiée. Cependant, la ségrégation n'est pas totale
puisqu'on trouve des sous-unités « neuronales » dans des tissus musculaires (Corriveau et
coll.,, 1995 ; Romano et coll.,, 1997a et b) et des sous-unités « musculaires » dans certains
neurones (Talib et coll., 1993).

La distribution des récepteurs nicotiniques dans le systéeme nerveux des mammiferes est
cependant a la fois étendue et complexe. Cette complexité est a la base de l'extréme variété
d'effets documentés de la nicotine, qui rend problématique 1'étude de la dépendance
nicotinique. Les travaux sérieux concernant l'histologie des récepteurs nicotiniques et de
leurs sous-unités ont été principalement menés chez les rongeurs. Peu de tentatives ont été
faites afin d'étendre ces observations aux primates et en particulier a 'homme. Cependant,
les quelques études disponibles montrent que si les distributions sont globalement similaires,



il existe quelques différences marquantes entre les primates et les rongeurs. Des différences
existent également entre le rat et la souris, différences pouvant expliquer bien des
divergences entre les auteurs étudiant la physiologie des récepteurs nicotiniques dans ces
especes.

Systéme nerveux périphérique et systéme nerveux central

Dans le systeme nerveux périphérique, on peut distinguer les ganglions autonomes moteurs
dont les cellules portent des récepteurs o 3 4a 5 ainsi que des récepteurs homomériques
a 7, et les ganglions somato-sensoriels (craniens et ganglions des racines dorsales) qui
expriment principalement les sous-unités o 6, B 2 et B 3 (Zoli et coll., 1995 ; Le Novere et
coll., 1996). De plus, il faut noter I'importance des récepteurs nicotiniques dans les ganglions
de la sensibilité spéciale, les ganglions cochléaires et vestibulaires (Zoli et coll., 1995 ; Hiel et
coll., 1996). En particulier ces derniers, impliqués dans le contréle de 1'équilibre, pourraient
intervenir dans les aspects aversifs de la prise de nicotine.

Dans le systeme nerveux central, et en particulier dans le cerveau, on peut distinguer deux
types de distribution. Les neurones de la plupart des structures expriment un petit nombre
de sous-unités, a des densités modestes. En parallele, un nombre restreint de structures
expriment un grand nombre de sous-unités nicotiniques a des niveaux trés importants.

Récepteurs majoritaires

Deux classes principales de sites de liaison ont été mises en évidence, les sites de liaison a
haute affinité pour les agonistes (par exemple l'acétylcholine, la nicotine ou 1'épibatidine) et
les sites de liaison pour la bungarotoxine-a .

Les sites de liaison a haute affinité pour la nicotine traduisent chez les rongeurs la présence
de récepteurs contenant les sous-unités a 4 et 3 2, parfois co-assemblées avec a 5 (Whiting et
coll., 1987 ; Flores et coll., 1992). Chez les rongeurs, la distribution des ARN messagers
codant pour ces sous-unités, étudiée par hybridation in situ (Wada et coll., 1989 et 1990), et
celle des sous-unités protéiques, étudiée par immunocytochimie (Hill et coll., 1993 ; Rogers et
coll.,, 1998), correspondent parfaitement a la répartition des sites de liaison de la nicotine,
révélée par autoradiographie (Clarke et coll., 1985). De plus, des souris dont les génes codant
pour les sous-unités a 4 et B 2 ont été invalidés ne présentent plus ces sites de liaison a haute
affinité (Picciotto et coll,, 1995; Marubio et coll, 1999; Ross et coll., 2000). Ce type
d'expression s'observe dans la plus grande partie du cerveau, et en particulier dans le cortex
et le thalamus. Si la sous-unité 3 2 est présente dans tous les neurones, o 4 est absente (ou
exprimée a de tres faibles niveaux) dans le striatum, I'hippocampe et le cervelet (Wada et
coll., 1989). 1l a été suggéré récemment que chez les primates, les sites de liaison a haute
afinité de la nicotine pourraient correspondre a la présence de la sous-unité a 2 et non a 4.
Alors que la sous-unité o 2 est exprimée de maniere marginale dans le noyau
interpédonculaire et le bulbe olfactif des rongeurs (Wada et coll., 1989), elle est exprimée a
travers tout le cerveau du singe macaque (Han et coll., 2000), et cette distribution correspond
parfaitement avec les sites de liaison de la nicotine, contrairement a celle de la sous-unité a 4
(Han et coll., 2003).

Les récepteurs marqués par la bungarotoxine-a radioactive (Clarke et coll., 1985) refletent la
présence de récepteurs homomériques a 7. La distribution du marquage ressemble
globalement a celle de ' ARN messager de la sous-unité a 7 (Séguéla et coll.,, 1993). Ce
marquage disparait totalement du cerveau de souris portant un gene o 7 invalidé (Orr-
Urtreger et coll,, 1997). Ces récepteurs sont exprimés en particulier dans les structures



télencéphaliques (cortex, hippocampe, amygdale...) ainsi que dans l'hypothalamus. La
distribution des sites de liaison de la bungarotoxine-a montre de grandes différences
interspécifiques. Elle est globalement plus étendue chez les primates que chez les rongeurs
(Han et coll., 2003), en particulier dans le thalamus, ce qui refléte l'expression de la sous-
unité o 7 (Rubboli et coll, 1994; Han et coll., 2003). Ce n'est cependant pas le cas dans le
striatum, ot I'on trouve des sites de liaison de la bungarotoxine-o chez la souris (Pauly et
coll., 1989), mais pas chez le rat (Clarke et coll., 1995 ; Harfstrand et coll., 1988) ou chez les
primates (Cimino et coll., 1992 ; Han et coll., 2003).

Structures particuliérement riches en récepteurs nicotiniques

Un nombre restreint de structures cérébrales présente une densité particulierement élevée de
récepteurs nicotiniques. Les neurones de ces structures expriment, de plus, un grand nombre
de sous-unités différentes. La plupart des sous-unités sont exprimées dans la rétine, et en
particulier dans les cellules ganglionnaires (Hoover et Goldman, 1992). Les récepteurs
formés restent dans la rétine ou migrent dans le colliculus supérieur ou tectum (Henley et
coll., 1986) ou bien dans le noyau genouillé latéral (Han et coll., 2003). L'épithalamus, glande
pinéale et complexe de I'habénula, présente également une grande richesse en sous-unités
(Wada et coll., 1989 ; Le Novere et coll., 1996 ; Han et coll., 2000) qui donnent naissance a des
récepteurs locaux ou migrant dans le noyau interpédonculaire via le fasciculus rétroflexus
(Mulle et coll., 1991 ; Zoli et coll., 1998 ; Han et coll., 2003).

Une zone particulierement importante dans le contexte des effets de l'administration de
nicotine est l'area postrema. Cette structure est impliquée dans les mécanismes émétiques et
sa densité importante de sites de liaison nicotinique pourrait participer au déclenchement de
nausées entrainées par la nicotine (Zoli et coll., 1998).

Enfin les noyaux catécholaminergiques du mésencéphale, qui jouent un rdle central dans les
effets renforcants des drogues a accoutumance, et de la nicotine en particulier, sont des
structures particulierement riches en récepteurs nicotiniques.

Récepteurs nicotiniques dans les noyaux catécholaminergiques

La dépendance a la nicotine passe en grande partie par un circuit cérébral particulier, la voie
dopaminergique mésostriée (Corrigall et coll.,, 1992 et 1994). Ce circuit est composé des
cellules dopaminergiques du mésencéphale appartenant a la substance noire et a I'ATV qui
projettent aux structures télencéphaliques, notamment au striatum et au cortex préfrontal
(Groenewegen et coll., 1991 ; Gerfen, 1992). La partie ventrale, formée des neurones de ' ATV
projetant au noyau accumbens et aux structures limbiques, semble particuliérement
importante (Self et Nestler, 1995 ; Picciotto et Corrigall, 2002). Les neurones de I'ATV,
neurones de projection dopaminergiques et interneurones GABA, expriment une grande
quantité de sous-unités des récepteurs nicotiniques (Le Novere et coll., 1996 ; Klink et coll.,
2001). Les ARN messagers codant pour les sous-unités a4, a5, a6, B2 et B 3 sont
abondamment présents dans les neurones dopaminergiques.

L'identification de la composition exacte in vivo des différents récepteurs impliqués dans les
aspects renforcants de la nicotine a bénéficié de la disponibilité des souris mutantes
porteuses de sous-unités invalidées, mais également d'améliorations récentes dans les
techniques d'immunopurification. Le domaine est en pleine évolution et le panorama
présenté ici (figure 2.5) n'est certainement pas définitif.
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Figure 2.5: Localisation des récepteurs nicotiniques identifiés dans les structures
catécholaminergiques du mésencéphale. NE : norepinephrine; DA : dopamine; GABA : gamma-
amino-butyric acid; GLU : glutamate.

Les neurones dopaminergiques portent de grandes quantités de récepteurs nicotiniques a la
fois sur leurs terminaisons axonales (50 % a 4 2, 50 % a 4a 6B 2(B 3) chez la souris) et sur
leur compartiment somato-dendritique (80 % a 4f3 2, 20 % a 4a 6[ 2 chez la souris) (Zoli et
coll., 2002 ; Champtiaux et coll., 2003). Les deux populations ont été impliquées dans la
modulation par la nicotine de la libération de dopamine (Champtiaux et coll., 2003). De
nombreuses données convergent pour dire que l'effet d'une injection aigué de nicotine sur la
libération de dopamine passe par les récepteurs localisés sur les compartiments somato-
dendritiques des neurones dopaminergiques, principalement du type a 4(a 5)B 2. Toutefois,
les effets d'injections répétées de nicotine n'ont pas été étudiés. La seule donnée relativement
solide concerne l'auto-administration de nicotine, totalement supprimée chez des souris
portant une sous-unité 3 2 invalidée (Picciotto et coll., 1998). De plus, l'invalidation in vivo de
la sous-unité a 6 par des oligonucléotides antisens affecte les propriétés stimulantes de la
nicotine sur l'activité locomotrice (Le Novere et coll., 1999).

En supplément des récepteurs localisés sur les neurones dopaminergiques, certains auteurs
ont proposé l'intervention de récepteurs nicotiniques a 7 (Schilstrom et coll., 1998) situés sur
les terminaisons glutamatergiques en provenance du cortex contactant les neurones
dopaminergiques, ainsi que sur des interneurones GABAergiques (Mansvelder et coll., 2002).
En revanche, certaines études excluent totalement l'implication d'a 7 (Grottick et coll., 2000).
Il convient toutefois de noter que, contrairement aux études portant sur les neurones
dopaminergiques, les récepteurs o 7 n'ont pas été identifiés par purification mais sur la base
d'arguments indirects. En particulier, l'antagoniste méthyllycaconitine (MLA) est
généralement utilisé (Markou et Paterson, 2001 ; Wooltorton et coll., 2003). Cependant, il a
été montré que le MLA n'était pas totalement spécifique des récepteurs portant a 7, mais
pouvait aussi affecter les récepteurs possédant a 6 (Klink et coll., 2001).



Enfin, les neurones du locus coeruleus expriment de nombreuses sous-unités, comme a 3,
a 4, 2(Wada et coll., 1989), B 3 (Deneris et coll., 1989), B 4 (Dineley-Miller et Patrick, 1992),
a 6 (Le Novere et coll., 1996). Les récepteurs nicotiniques a 6p 2f3 3(a 4) localisés sur les
terminaisons en provenance du locus cceruleus et contrdlant la libération de noradrénaline
au niveau du cortex préfrontal (Léna et coll., 1999) pourraient étre impliqués dans le controle
de la libération de dopamine par la nicotine.

En conclusion, la diversité des effets observés de la prise de nicotine ne fait que refléter la
complexité du substrat neurobiologique sous-jacent. Il existe un tres grand nombre de
récepteurs nicotiniques, possédant des caractéristiques cinétiques, électrophysiologiques et
pharmacologiques variées. La distribution des récepteurs est ciblée dans différents sous-
compartiments membranaires des neurones. Par ailleurs, les motifs spatio-temporels
d'expression spécifiques des sous-unités nicotiniques introduisent un niveau de richesse
supplémentaire. Ce constat reflete les progrés énormes qu'a connu le domaine durant la
derniere décennie. De plus, ces progres vont aller en s'accélérant avec l'ouverture d'une
nouvelle ére grace a la possibilité d'identifier des récepteurs nicotiniques particuliers, et
d'approcher leur structure au niveau atomique. On peut désormais envisager sérieusement
d'établir des pharmacopées ciblant simultanément et différentiellement plusieurs récepteurs
nicotiniques, plus efficaces comme thérapie substitutive que la nicotine elle-méme.
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