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Résumé

Le systéme dopaminergique mésostrié est a la base des phénoménes de récompense et de renforcement.
Ce systéme est sélectivement activé par la nicotine, comme par toutes les drogues a accoutumance. Une
étude systématique des effets de la drogue sur I'activité génique a été réalisée.

Des rats Sprague-Dawley sont traités suivant des protocoles chronique intermittent (1 injection
journaliere durant 14 jours) et Aigué (1 injection unique). La dose est de 1mg par Kg, dose efficace tant pour
les effets comportementaux que neurochimiques. Les animaux sont sacrifiés 4, 12 ou 24 h aprés la derniére
injection. Le taux de différents ARN messagers est mesuré par hybridation in situ a l'aide de sondes
oligodéoxyribonucléotidiques marqué au [*S]-dATP. L'analyse des résultats est effectuée a l'aide d'un
logiciel d'analyse d'image. La densité moyenne ainsi que I'étendue du marquage dans chaque structure sont
mesurées. Les tests portent sur des neuromédiateurs, des enzymes de biosynthése et des récepteurs.

Dans le mésencéphale les messagers des sous-unités du récepteur nicotinique a4 et f2 ne sont pas
affectés par les traitements. En revanche le traitement aigii provoque une baisse de la quantité d'ARN
messager de la tyrosine hydroxylase dans la substance noire. Dans le noyau accumbens, seul I'ARN
messager de la substance P subit un accroissement alors que l'on note dans le Caude-putamen un
accroissement du messager de la substance P et des récepteurs dopaminergiques D1 ainsi qu'une baisse
des ARN messagers de la proenképhaline et du recepteur dopaminergique D2.

Summary

The mesostriatal dopaminergic system is the neuronal substrate of the reward and reinforcement
phenomena. This pathway is activated by nicotine, as well as other drugs of addiction. In this study, the
effect of nicotine on the transcription of several genes expressed in these structures was examined.

Sprague-Dawley rats were treated with nicotine either intermittent chronic (dayly injection for 14
days) or acute (one injection only). The dose used was 1 mg/Kg of nicotine, which is know to be sufficient to
alter both behavioral and neurochemical parameters in the rat. Animals were sacrificed either 4, 12, or 24 h
after the final injection. The level of messenger RNA is evaluated using in situ hybridization with [*S]-ATP
labeled oligodeoxyribonucleotidic probes . Analysis of the results was performed using image analyser
software. Mean density and labeling extension were determined for each brain structure. Experiments were
led on neurotransmittors, biosynthetic enzymes and receptors.

In the mesencephalon, messengers for nicotinic receptor subunits a4 and 2 were not altered by the
nicotine treatments. Acute treatment provoked a decrease in the quantity of the tyrosine hydroxylase
messenger RNA in the substantia nigra. In the nucleus accumbens, the level of the messenger RNA
encoding substance P is decreased, whereas in the caudateputamen we noted an increase in the
messenger for substance P and the dopamine D1 receptor as well as a decrease of messenger RNA for
proenkephalin and the dopamine D2 receptor.



Introduction

Nombre d'études ont clairement indiqué que plusieurs actions de la nicotine dans le cerveau passent
par l'activation de la transmission dopaminergique centrale. Des études comportementales ont montré que
les effets stimulants de la drogue pourraient étre liés a une activation des neurones dopaminergiques
mésostriés (Besson 1992, White 1989). Le systéme dopaminergique mésostrié a été caractérisé du point de
vue anatomique, neurochimique et fonctionnel. Il est constitué globalement de deux grandes voies
dopaminergiques: l'une, appelée ici nigrostriée, relie la substance noire au neostriatum tandis que l'autre,
appelée mésolimbique, relie I'aire tegmentale ventrale (VTA) au noyau accumbens. Les deux réseaux
fonctionnent en paralléle et de maniére semblable. Le circuit a été précisé dans le neostriatum. En bref, la
décharge dopaminergique, par l'intermédiaire de deux classes de récepteurs D1 et D2, active ou inhibe
respectivement deux populations de neurones striataux distinctes, a savoir les neurones a GABA-substance
P-Dynorphine et ceux a GABA-Enképhaline (figure 1). L'action de la dopamine (DA) sur ces deux
populations entraine I'activation des réseaux extrapyramidaux facilitant globalement I'activité corticale. Les
neurones dopaminergiques se différencient par leur localisation, leurs projections et les neuropeptides qu'ils
contiennent (Bjorklund & Hokfelt 1984, Gerfen et coll 1987, Gerfen 1992). L'activation du systéme
meésolimbique semble étre une cible commune de différents types de récompense, y compris les
satisfactions artificielle (alcool, opiacés, amphétamine, cocaine) (Koob & Bloom 1988, Le Moal 1991, Nestler
1992, Koob 1992). Ce systéme ne semble pas nécessaire a la régulation normale des comportements reliés
aux satisfactions naturelles (nutritive, sexuelle) mais son activation accréit ces comportements (Willner &
Scheel-Kriiger 1991). La localisation des récepteurs nicotiniques cérébraux commence a étre connue
(Clarke et coll 1985, Hill et coll 1993 et pour une revue Le Novére et coll 1993) ainsi que les effets
neurochimiques de la nicotine sur la voie mésostriée. La prise de nicotine affecte les neurotransmetteurs du
systéme comme leurs récepteurs. A linstar d'autres drogues a accoutumance, la nicotine augmente
transitoirement la quantité de DA extracellulaire dans le noyau accumbens (DiChiara & Imperato 1988,
Brazell et coll 1990). Cet effet est bloqué par la mécamylamine, antagoniste des récepteurs nicotiniques
cérébraux. De plus, l'administration chronique de nicotine augmente la synthése de DA de maniére
persistante (augmentation encore significative aprés plusieurs semaines de manque) dans I'accumbens et
I'hippocampe, effet également supprimé par la mécamylamine (Mitchell et coll 1989). L'administration
chronique de nicotine modifie également I'activité de certains récepteurs du systéme. Dans le striatum par
exemple, elle entraine la désensibilisation des récepteurs dopaminergiques présynaptiques D2 (situés sur
les terminaisons en provenance de la substance noire) (Harsing 1992 et coll)(pour une revue sur la
désensibilisation Ochoa et coll 1992). Quant aux sites nicotiniques, ils subissent une augmentation dans un
grand nombre de régions du cerveaux, dont le systeme mésostrie. On n'observe cependant pas
d'augmentation significative du taux de transcription des sous-unités a2,3,4,5 et de 2 ce qui implique le
recrutement d'une réserve de récepteurs antérieurement intracellulaires ou inactifs (Marks et coll 1992).
Plusieurs drogues a accoutumance ont un effet marqué sur les taux d'ARN messagers dans le cerveau
notamment dans le systéme mésostrié (Mackler & Eberwine 1992). En revanche, les effets au niveau
génique de la nicotine sur ce circuit, qui jouent vraisemblablement un role dans la pérennité de I'action de la
drogue, restent a étudier.

Afin de déméler I'écheveau de I'action de la nicotine dans le systéeme mésostrié, nous traitons des
rats suivant plusieurs protocoles, chroniques ou aigus. Les animaux sont ensuite sacrifiés et leur cerveau
débité en tranches. Le taux de différents ARN messagers est alors mesuré par hybridation in situ avec des
sondes oligodeoxyribonucléotidiques.

Matériel et méthodes

Les rats Sprague-Dawley sont soumis a des injections sous-cutanées de nicotine de 1 mg par Kg,
valeur efficace tant pour les effets comportementaux que neurochimiques. Les animaux sont sacrifiés 4, 12
ou 24h aprés la derniére injection. Deux expériences ont été réalisées:
exp1 :contrbles salins (n=4-6), aigus sacrifiés a 4h (n=4-5), a 12h (n=4-5) ou a 24h (n=4-6) et chroniques
sacrifiés a 24h (n=3-6).
exp2 : contrbles aigus sacrifiés a 4h (n=3-4), 12h (n=3-4) ou 24h (n=4), traités aigus sacrifiés a 4h (n=6),
12h (n=5-6) ou 24h (n=5-6), contrdles chroniques (n=4-5) et traités chroniques (n=7).
La synthése des oligodéoxynucléotides est effectuée sur un synthétiseur automatique Cyclone (Biosearch
Inc). L'hybridation in situ est adaptée de Young 1990. Aprés dissection, le cerveau frais est congelé dans de
la carboglace. Des sections de 14um sont découpées au cryostat et collées sur des lames recouvertes de
polylysine. Les coupes sont fixées dans une solution de paraformaldehyde 4% puis acétylées. Les
oligodésoxynucléotides sont marqués au [*S]-dATP selon le protocole de Boehringer-Mannheim. Aprés
préhybridation, les coupes sont mises a hybrider 20h avec I'oligodéoxynucléotide marqué (8,5 pg par
coupe). Les lames sont exposées une semaine a un film (par exemple Amersham Hyperfilm-3H) ou un mois
a une émulsion photographique (par exemple Kodak NTB2). L'analyse des résultats est effectuée a l'aide
d'un logiciel d'analyse d'image Kontron et d'un microscope Olympus. La densité moyenne ainsi que
I'étendue du marquage dans chaque structure sont mesurées. Le test statistique utilisé est I'analyse de la



variance, les seuil de significativité étant p<0,05 et p<0,01.
Résultats

Les expériences décrites dans les matériels et méthodes sont en cours d'analyse et les résultats
présentés sont préliminaires. lls feront 'objet d'autre analyses et d'autres expériences (c'est-a-dire d'autres
traitements) doivent étre réalisées.

Neurones mésencéphaliques

Conforméments aux résultats précédemment obtenus par d'autres équipes aprés traitement chronique
(Marks et coll 1992), nous n'observons pas de modifications des ARN messagers des sous-unités
nicotiniques a4 et b2. Les ARN messagers de la tyrosine hydroxylase (enzyme limitante de la voie de
biosynthése de la DA) montrent une baisse de prés de 40 % a 4 comme a 12 h postinjection dans la
substance noire (figure 2). Les effets des traitements sur les messagers de la CCK, présents dans la partie
dorsale de la substance noire compacte, dans la substance noire latérale ainsi que dans la VTA (German &
Liang 1993) projetant dans la matrice striatale (Gerfen 1987), de la neurotensine, présents dans quelques
neurones de la VTA, ainsi que des autorécepteurs dopaminergiques sont en cours d'analyse.

Neurones télencéphaliques

On note un accroissement du messager de la SP a 24 h de environ 10% dans le caudeputamen (figure 3a)
et de 13% dans le noyau accumbens (figure 3b) ainsi qu'une diminution de celui de I'Enk a 12 h de 11%
dans le Caude-putamen (figure 3c) , ce qui est en accord avec des résultats précédement obtenus (Gerfen
et coll 1991). Ces auteurs avaient montré que I'apomorphine, un agoniste dopaminergique, augmentait le
taux de mRNA de la SP alors que la 6-OHDA, une toxine des neurones dopaminergiques, augmentait le
mRNA de la proenkephaline. De plus ex vivo la DA diminue la quantité de ce dernier messager (Kowalski &
Giraud 1993). Ces résultats suggerent que l'effet de la nicotine sur le taux des neuropeptides striataux
pourrait étre d0 a son effet sur la libération de DA. Cependant ,un effet direct de la nicotine sur les cellules
striatales, via la conductance au calcium des récepteurs nicotiniques neuronaux (Mulle et coll 1992) n'est
pas a exclure. Les transcrits du récepteur dopaminergique D1 montrent une augmentation a 12 (20%)
comme a 24 h (15%) dans le Caude-putamen (figure 4a) alors que le type D2 décroit a 12 h (9%) dans cette
méme structure (figure 4b). Aucun effet n'a pu étre mis en évidence sur les messagers de la somatostatine
et de l'acide glutamique decarboxylase (enzyme limitante de la principale voie de biosynthése du GABA). La
cholécystokinine, faiblement présente dans le striatum et dont le messager est affecté par I'atteinte du
systeme dopaminergique (Schiffmann et Vanderhaegen 1992), est en cours d'analyse ainsi que la
dynorphine, le neuropeptide Y et la choline acétyltransférase (enzyme de biosynthése de I'acétylcholine).

Conclusion

Les résultats ci-dessus confirment le réle central des neurones dopaminergiques dans les effets de la
nicotine sur le cerveau. Les modifications observées dans le taux des transcrits pourraient contribuer a la
neuroadaptation a la nicotine et par la méme a la dépendance des fumeurs.
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Figures

Figure 1:

Représentation schématique des caractéres neurochimiques de la voie mésostriée. Les neurones
meésenceéphaliques sont ronds, les neurones de projection du striatum triangles et les interneurones
du striatum polygonaux. CCK: cholecystokinine; ChAT: choline acetyltransferase; Dyn: dynorphine; Enk:
enképhaline; GAD: acide glutamique decarboxylase; NPY: neuropeptide tyrosine; NT: neurotensine; SP:
substance P; SS: somatostatine; TH: tyrosine hydroxylase.

Figure 2:
Effet de la nicotine sur le taux des ARN messagers de la tyrosine hydroxylase dans la substance
noire. Expérience 1 (voir matériel et méthodes).

Figure 3:

a-Effet de la nicotine sur les ARN messagers de la substance P dans le caudeputamen. Expérience
2. b-Effet sur les ARN messagers de la substance P dans le noyau accumbens. c-Effet de la nicotine sur
I'ARN messager de la proenképhaline. Expérience 2 excepté pour les contrbles aigus communs (n=12).

Figure 4:

a-Effet de la nicotine sur les ARN messagers du récepteur dopaminergique D1 dans le
caudeputamen. Expérience 1. b-Effet sur les ARN messagers du récepteur dopaminergique D2 dans le
caudeputamen. Expérience 2.



