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SYNAPTOSOMALE ET VESICULAIRE DE DOPAMINE
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Résumé

L‘injection stéréotaxique unilatérale dans la substance noire de la 6 hydroxy-dopamine ( 60H-DA) se
traduit par une chute parallele de la capture de dopamine tritiée au niveau synaptosomale de l'ordre de
-70 % et dans les préparations vésiculaires de I'ordre de -69 %, comparées aux préparations issues de Rats
non lésés. Ces résultats montrent que ces deux préparations synaptosomales et vésiculaires sont bien
d'origine dopaminergique. D'autre part, une étude comparative de l'effet de quelques agents
pharmacologiques (B carbolines, imipraminiques, amphétamine et les inhibiteurs purs de la capture
synaptosomale) sur la capture synaptosomale et vésiculaire de la dopamine tritiée in-vitro, montre qu'ils
agissent comme de puissants inhibiteurs. Nous montrons également que le transporteur vésiculaire differe
du transporteur synaptosomal par sa stéréospécificité et sa sensibilité aux agents pharmacologiques.

Mots clés: Amphétamine, Capture de dopamine, [ carbolines , 6 hydroxy-dopamine,
imipramine , synaptosome, vésicule.

Abstract

Group of rats treated with intracerebroventricular (i.c.v) of 6 hydroxydopamine (60OH-DA) was
compared with control group and showed decreasing in dopamine uptake at synaptosomal preparations
(-70%) and vesicular preparations (-69%) obtained from rat striata. Results about synaptosomal and
vesicular preparations which achevied in the experiments indicated that they are from dopaminergic
sources. The comparatives study aimed some pharmalogical agents (Bcarbolines, Imipramine derivates,
Inhibitors of dopamine uptake group, Amphetamine group) on the synaptosomal and vesicular uptake of
dopamine: results showed that all agents expressed a potent inhibitory effect. We also show that vesicular
carrier is different with synaptosomal transporter by its stereospecific characteristics and the pharmalogical
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agents sensivity.

Keys words: Amphetamine, dopamine uptake, 6 hydroxy-dopamine, Imipramine,

synaptosome, vesicle.
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L’étude des systémes de capture et de libération constitue une cible
attrayante pour manipuler les transmissions dopaminergiques qui
pour manipuler les transmissions dopaminergiques qui semblent
impliqués dans de nombreuses pathologies: on sait que la maladie de
Parkinson s’apparente a une dénervation dopaminergique striatale [1];
il apparait qu’une hyperactivité dopaminergique meésolimbique et/ou
mésocorticale interviendrait dans la physiopathologie de la
schizophrénie [2] et qu’un déficit de la transmission dopaminergique
pourrait étre a I’origine de certaines dépressions [1,3].

L’inhibition de la recapture et la libération visent & augmenter la
concentration des neurotransmetteurs dans la fente synaptique [4,5,6].
Ces processus, permettant la concentration de la dopamine au sein des
terminaisons neuronales et dans le vésicules de stockage, mettent en
jeu des systemes de capture. Ces derniers ont bénéficié de moins
d’attention que divers autres ¢léments de la transmission tels que les
récepteurs de la dopamine, et ceci malgré leur grande importance
fonctionnelle.

Considérant les progrés thérapeutiques qui pourraient résulter
d’une meilleure connaissance des systémes de capture, nous nous
sommes attachés a mieux en définir les propriétés fonctionnelles et
pharmacologiques. L’étude compare D’effet de quelques agents
pharmacologiques sur les processus de capture vésiculaire et
synaptosomale de dopamine, préparés a partir du striatum de cerveau
de rat.

© Université Mentouri, Constantine, Algérie, 2001.
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MATERIEL ET METHODES
Animaux d'expériences

Les expérimentations sont pratiquées sur 50 Rats Wistar
d'un poids moyen de 200 + 4g. Ils séjournent dans
l'animalerie du laboratoire pendant au moins 3 jours,
groupés par cinq dans des cages de polypropyléne (L= 40
cm, | =25 cm, h = 15 cm). Ils disposent en permanence
d'eau et de nourriture. La température ambiante est de 22-
23°C et un cycle jour-nuit est réalis€¢ par un éclairage
artificiel entre 7 heures et 19 heures.

Préparation des synaptosomes

Les Rats ont été tués par décapitation dans une chambre
froide a 4°C. Le découpage de la calotte cranienne permet
de prélever l'ensemble de l'encéphale. Les striatas sont
disséqués selon la méthode décrite par Glowinski et al. [7].
Les structures cérébrales prélevées (striatum) sont placées
dans un homogénéiseur de Potter Elvehjem de 4 ml
(clairance 80-130um). L'homogénéisation est effectuée dans
10 volumes de solution glacée de saccharose 0,32 M par dix
va-et-vient de haut en bas, le piston tournant a 800 = 50
rpm, ceci pendant 20 secondes a 4°C. Le corps et le piston
du Potter Elvehjem sont rincés avec 5 volumes de la
solution de saccharose. L'ensemble, I'homogénat et le
liquide de ringage, est centrifugé a 1000g pendant 10
minutes a 4°C. Le surnageant, représentant une fraction
synaptosomale brute, est alors prélevé et gardé dans la glace
en présence de 2 pM de pargyline (inhibiteur des
monoamines oxydases). L'incubation se poursuit pendant 5
minutes, a 37° C, en présence de *H-DA a 20nM. L'arrét de
la réaction se fait par dilution avec 3 ml de milieu
d'incubation glacé et par filtration sur filtres en fibres de
verre (whattman GF/B 25 mm de diametre). Les filtres sont
rincés 2 fois avec 3ml de milieu froid.

Préparation des vésicules synaptiques

Sept paires de striatas sont prélevées et homogénéisées a
4°C au moyen d'un polybroyeur verre-fritt¢ de 15 ml (type
Dunal, clairance 10-15p) dans une solution de saccharose
0,32 M tamponnée (Tris maléate 65 mM + NaOH qsp pH
7,4). L'homogénat est centrifugé a 1000g pendant dix
minutes. Le surnageant est alors prélevé. Le culot est remis
en suspension dans un volume de saccharose identique a
celui qui a servi a 'nomogénéisation et a nouveau centrifugé
(1000g, 10mn, 4°C). Les surnageants des deux
centrifugations sont réunis et centrifugés (20000g, 30 min,
4°C). Le surnageant de cette derniére centrifugation est
également centrifugé (100000g, 30 min, 4°C). Le culot
alors obtenu constitue une fraction vésiculaire brute. Il est
remis en suspension dans 1,3 ml d'une solution de
saccharose 0,32 M et de tris maléate 65 mM, pH 7,4 [8,9].

Protocole appliqué a I'étude de la capture de
la DA par les vésicules synaptiques

Des aliquotes de 50 pl de la suspension vésiculaire a pH
7,4 sont préincubées a 29°C pendant 5 minutes dans 940 pl

de milieu contenant du saccharose 0,32 M du tris maléate
65 mM, de I'ATP 2mM, SO4 ImM, pH 7,4 et
éventuellement l'agent pharmacologique a étudier.
L'incubation se poursuit en présence de *H-DA 50 nM
pendant 7 minutes. La réaction est arrétée par addition de 4
ml de milieu froid immédiatement suivie d'une filtration sur
filtre en ester de cellulose (type GSWP, pore 0,22uM
millipore). Chaque tube est rincé avec 4 ml de milieu glacé
et chaque filtre est rincé deux fois avec 4 ml de milieu
glacé. Les filtres sont séchés durant toute une nuit a
température ambiante. Ils servent ensuite a la détermination
de la radioactivité accumulée. La capture est également
étudiée a 0°C afin de déterminer la capture "aspécifique"”
[9,10].

Microinjection de 6 OH-DA dans la substance
noire

Les microinjections cérébrales sont effectuées chez le
Rat anesthésié au chloral (350mg/Kg en i.p). Les animaux
sont placés dans un appareil stéréotaxique. Les coordonnées
de la substance noire pour les animaux sont déterminées a
l'aide de l'atlas stéréotaxique du cerveau de rat de Albe
Fessard et al. [11] pour animaux pesant 250 g. Ces
coordonnées sont les suivantes: antériorité 2.5 mm, latérale
2.03 mm, profondeur 4.0 mm. Le volume d'injection est de
8 ul de solution contenant 0.1 % d'acide ascorbique. La
durée de l'injection est de 02 minutes (0.2 pl toutes les 15
secondes). L'aiguille est maintenue en place pendant une
minute apreés chaque injection dans la substance noire.

Huit jours apres la 1ésion unilatérale, les animaux sont
décapités et on procéde a la préparation des synaptosomes
et des vésicules du striatum.

Expression des résultats

La capture spécifique est définie comme la différence
entre la capture totale (& 37°C) et la capture aspécifique (a
0°C).

Pour les expériences de capture de *H-DA , les résultats
brut, exprimés en coups par minute et par unité de volume,
sont convertis en fentomoles de médiateur par mg de
protéines.

- La *H-DA est la (7, 8, *H) Dopamine (45-50 Ci / mmole)
est fourni par Amersham (France).

- Le liquide scintillant permettant le comptage est 1'aqualite
FM.

- Les comptages sont effectués par un compteur 3 inter
technic SL 2050 (Kontron).

La concentration inhibitrice 50% (CI50), est définie
comme la concentration diminuant de 50% la capture
spécifique  observée en  labsence de  I’agent
pharmacologique.

Les taux de protéines sont déterminés par la méthode de
Lowry et al. [12].

Les résultats sont exprimés par les moyennes des valeurs
individuelles, affectées de l'erreur standard a la moyenne
(SEM) qui sont comparées aux essais témoins par le test-t
de Student.
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RESULTATS ET DISCUSSION

Plusieurs auteurs ont relaté que les fractions vésiculaires
et synaptosomales préparées a partir du cerveau entier ou de
différentes régions cérébrales sont également capables
d'accumuler les catécholamines et la sérotonine [13]. Ainsi,
avant de réaliser une étude pharmacologique, nous avons
voulu nous assurer que les synaptosomes et les vésicules sur
lesquelles nous opérions provenaient bien des terminaisons
dopaminergiques striatales. Nous avons utilisé pour cette
étude la 6-hydroxydoapamine ( 60H-DA), une neurotoxine
spécifique des neurones catécholaminergiques et qui
provoque une chute de la capture de dopamine par les
synaptosomes et les vésicules préparées a partir du striatum
de cerveau de Rat [13,14,15].

Dans la premiére série d'expériences, nous avons
observe, huit jours apres la destruction unilatérale de la voie
dopaminergique au niveau de la substance noire par une
injection stréotaxique unilatérale de la 6 OH-DA, une chute
paralléle de la capture de SH-DA au niveau synaptosomale
de l'ordre de -70 %, et dans les préparations vésiculaires de
l'ordre de -69 %, comparés a celles des préparations issues
de rats non Iésés (fig. 1). Ces résultats montrent que ces
deux processus de capture de dopamine tritiée intéressent
un méme type de vésicules et de synaptosomes
essentiellement d'origine dopaminergiques.
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Figure 1: Effet d'une injection de 6 OH-DA dans la substance
noire sur les captures synaptosomales et vésiculaires de dopamine
dans le striatum. M + SEM de 7 déterminations. Histogramme
blanc: capture synaptosomale - Histogramme hachuré: capture
vésiculaire.

Les résultats présentés dans le tableau 1 concernant
I'étude pharmacologique des deux processus de capture de
dopamine tritiée. Nous avons montré que les différents
agents pharmacologiques étudiés exercent un effet
inhibiteur puissant sur les systémes de capture
synaptosomales et vésiculaires de *H-DA. Les Bcarbolines
(réserpine et térabénazine), agents induisant la déplétion du
pool vésiculaire de dopamine [16,9,17,18], présente des
concentrations inhibitrices 50 de l'ordre de la nM sur les
préparations de vésicules d'origine striatales, contrairement
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a leffet qu'elles exercent sur les préparations
synaptosomales ou les concentrations actives sont de 1'ordre
de la uM.

Agent Capture Capture
pharmacologique vésiculaire synaptosomale
Réserpine 0.04 + 0.01 2.2+ 0.078
Tétrabénazine 0.06 = 0.01 3.56+ 0.085
Carpipramine 0.33+ 0.09 128+ 1.9
Clomipramine 0.51+ 0.08 102+ 1.7
Désipramine 1.74 £ 0.10 227+ 2.7
Imipramine 2.69+ 0.08 264+2.5
D-amphétamine 1.18 £0.05 0.98 £0.07
L-amphétamine 11.05+0.13 2.92+0.65
Acide amfonélique 6.62 £ 0.05 0.03 £ 0.01
Mazindol 11.80+ 0.12 0.085+0.01
Méthylphénidate 1431+ 0.12 0.79 £ 0.03

Tableau 1: Détermination du pouvoir inhibiteur de quelques
agents pharmacologique sur la capture synaptosomale et
vésiculaire de dopamine. Les CI 50 représentent les
concentrations inhibitrices 50 de la capture de dopamine tritiée.

M + SEM de 4 déterminations ( réalisées en triple).

-Dans cette méme série d'expériences, les deux isoméres de
I’amphétamine présentent des concentrations inhibitrices
différentes selon la préparation biologique considérée
(Tab.1). Nous avons observé aussi que la l-amphétamine
posséde une activité inhibitrice de capture de dopamine
inférieure a celle de I’isomere D. Les résultats trouvés
indiquent que le transporteur membranaire impliqué dans le
processus de capture vésiculaire et synaptosomale serait
stéréospécifique (Tab.1). Les études réalisées par différents
auteurs [19,20,10] sur la capture de dopamine par des
préparations de vésicules d’origine cérébrales et striatales
avaient abouti a des résultats comparables.

- L'acide amfonélique, le méthylphénidate et le mazindol,
connus comme inhibiteurs purs de la capture synaptosomale
de dopamine [22,8,23,18,24,25,21], n’exercent leur effet
inhibiteur de capture de dopamine sur des préparations de
vésicules d’origine striatale qu’a des concentrations trés
élevées, de ’ordre de 7-15uM, contrairement aux effets
qu’ils exercent sur des préparations de synaptosomes ou les
concentrations actives sont de I’ordre de la nM (Tab.1).
Pour les dérivés imipraminiques (clomipramine
,carpipramine, désipramine et imipramine), les résultats
présentés dans le tableau 1 montrent que cette classe
pharmacologique exerce un effet inhibiteur puissant sur la
capture  vésiculaire = comparés aux  préparations
synaptosomales. La clomipramine et la carpipramine se
comportent comme de puissants inhibiteurs de capture de
dopamine sur les préparations vésiculaires et sont de 10 a
20 fois plus faibles que celles qui sont actives sur les
synaptosomes. D’autres études ont montré une
accumulation de 3H-imipramine au sein des terminaisons
synaptiques [26,27,8,28]; de méme, une liaison de *H-
désipramine ou *H-nitroimipramine au niveau des vésicules
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de stockage [29], était capables d’induire in vitro ou in
vivo, une libération de neuromédiateur (dopamine
,sérotonine, acide aminobutyrique, glutamate) a partir des
terminaisons neuronales. Il est tentant de suggérer que
I’action des imipraminiques sur les vésicules de stockage
pourrait étre a I’origine de libération des catécholamines
induites par les imipraminiques au niveau des terminaisons
neuronales (synaptosomales).

En ce qui concerne la sensibilit¢ de la capture
synaptosomale aux différents agents pharmacologiques,
nous retrouvons la distinction classique entre les inhibiteurs
purs de la capture a fort potentiel inhibiteur (acide
amfonélique, méthyl phénidate et mazindol) et les [-
carbolines (réserpine et tétrabénazine) et les dérivés
imipraminiques (clomipramine, carpipramine, désipramine
et imipramine), actifs sur la capture de dopamine aux
concentrations supérieurs a 10°® M. Au contraire, dans
I’expérience portant sur les vésicules, nous observons la
classification suivante:

B-carbolines > imipraminiques > inhibiteurs purs de la
capture synaptosomale.

Ces résultats montrent, d'une part, que ces différents
agents pharmacologiques se comportent comme de puissant
inhibiteur de la capture de dopamine, et d'autre part, la
capture vésiculaire de dopamine faisant suite a ceux des
neuromédiateurs dans le cytosol ne joue pas un role
important dans D’intensité de la capture réalisée par les
terminaisons neuronales.

Ces résultats indiquent encore que le transporteur
vésiculaire différe du transporteur synaptosomal par sa
stéreospécificité et sa  sensibilit¢é aux  agents
pharmacologiques.

CONCLUSION

Les expériences ont porté sur I'é¢tude comparative des
deux systémes de capture de dopamine réalisées sur des
préparations synaptosomales et vésiculaires préparées a
partir du striatum de cerveau de rat. Les résultats relatifs a
la 1ésion unilatérale de la substance noire aprés une
administration de la 6 hydroxy-dopamine ont montré que les

deux préparations striatales sont bien d'origine
dopaminergique.

La deuxiéme série d'expériences a porté sur ['étude
pharmacologique des deux systémes de capture

synaptosomale et vésiculaire de dopamine. Nous avons
observé une différence de sensibilit¢ de ces deux

préprations striatales vis-a-vis des différents agents
pharmacologiques étudiés. En effet pour le systeme de
capture synaptosomale, les agents pharmacologiques

étudiés présentent l'ordre d’éfficacité suivant:
-Le groupe des inhibiteurs purs de capture synaptosomale >
[B-carboline > imipraminiques.

En ce qui concerne la sensibilit¢ de la capture
vésiculaire aux différents agents pharmacologiques, nous
observons la classification suivante:

B-carbolines > imipraminiques > le groupe des inhibiteurs
purs de la capture synaptosomale.

Sur les deux processus, nous avons observé que la L-
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amphétamine posséde une activité inhibitrice de capture de

dopamine inférieure a celle de I’isomére D.

Ainsi, la capture vésiculaire de dopamine faisant suite a
ceux des neuromédiateurs dans le cytosol ne joue pas un
role important dans I’intensité de la capture réalisée par les
synaptosomes.

Ces résultats montrent que le transporteur vésiculaire
différe du transporteur synaptosomal par sa stéréospécificité
et sa sensibilité aux agents pharmacologiques.
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