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Résumé

De plus en plus de travaux en neurosciences commencent a apporter des
éléments de réponse quant aux mécanismes moléculaires responsables de 1’élaboration
de la mémoire et de I’apprentissage. Depuis le début des années 1970, les progrés
scientifiques importants dans ce domaine ont été réalisés chez l'aplysie. La sérotonine
(5-HT) est un neurotransmetteur qui joue un role déterminant chez cet invertébré dans
l'activation et la modulation de ces phénoménes par I’intermédiaire de récepteurs
couplés aux protéines G. Il reste que méme si 'on réduit le systéme a sa plus simple
expression biologique, 'action de ce neurotransmetteur mobilise une réponse qui ne peut
s'expliquer totalement par les éléments connus jusqu'a maintenant. Dans cette optique,
nous avons entrepris des travaux qui consistent a identifier ces récepteurs
sérotoninergiques. De plus, nous voulons caractériser les mécanismes moléculaires
responsables de l'action de ces récepteurs. Pour y parvenir, nous avons utilisé une
approche de criblage d’une banque d’ADNc du systéme nerveux central (SNC) de

’aplysie pour cloner de nouveaux récepteurs sérotoninergiques.

Dans un premier temps, nous avons donc complété la caractérisation moléculaire
et pharmacologique du récepteur 5-HT,p, qui s’est avéré étre le second récepteur a 5-HT
couplé négativement a 1’adénylate cyclase identifié chez 1’aplysie. Nous nous sommes
concentrés par la suite a déterminer la cartographie de I’expression des récepteurs 5-
HT,p et 5-HTyy2, deux récepteurs couplés a G; et exprimés dans le SNC. Par hybridation
in situ, nous avons déterminé que I’ARNm de ces deux protéines était exprimé dans la

majorité de grappes de cellules sensorielles chez 1’aplysie en comparant la localisation



Résumé vii

des signaux d’hybridation avec ceux de la sensorine. Nous avons également confirmé le
role potentiel d’autorécepteur de ces deux protéines par la détection de leur expression

dans plusieurs neurones sérotoninergiques.

Finalement, nous avons également identifié un récepteur dopaminergique durant
nos criblages. Le récepteur Apgop1 est un récepteur de type D1, donc couplé positivement
a ladénylate cyclase et qui est également capable d’augmenter la concentration en
AMPe suite 2 la liaison de 5-HT et d’octopamine, mais ce & des concentrations €levées.
Ce nouveau récepteur posséde également une activité constitutive qui augmente le seuil
d’excitabilité des neurones sensoriels microinjectés. Par conséquent, nous venons donc
d’identifier le premier récepteur dopaminergique, exprimé dans le SNC de I’aplysie, et
qui potentiellement pourrait étre impliqué dans la modulation de la réponse de

renforcement.

Nos travaux nous ont donc permis de nous doter d’outils moléculaires et
pharmacologiques essentiels pour mieux comprendre I’importance des récepteurs a 5-
HT couplés négativement & I’adénylate cyclase dans la modulation de la mémoire et
I’apprentissage chez 1’aplysie. De plus, nous avons entrepris 1’exploration du role de la
dopamine et d’un récepteur dopaminergique dans le SNC de I’aplysie, particuliérement
dans la réponse de renforcement.

Mots clés: Aplysie, mémoire, apprentissage, sérotonine, dopamine, récepteurs

couplés aux protéines G.



Abstract

The experimental model Aplysia has been a very useful system to study the
cellular and molecular mechanisms of behavioral modification. Much emphasis has been
placed in the signaling cascade involved in modulating ionic channels or synaptic
transmission. On the other hand, few studies have been devoted to the receptor family of
one major neuromodulator in this system, serotonin (5-HT). Serotonin is an important
neurotransmitter in activating molecular cascades essential in learning and memory
processes in this invertebrate via binding to G protein-coupled receptors. Little was
known about the overall functions of 5-HT in these mechanisms, as we had not

identified the 5-HT receptors implicated in synapse modulation.

In order to further understand serotonergic pathways implicated in behavioral
modification, we established screening experiments to characterize new serotonergic
receptors in Aplysia and to eventually understand their cellular distribution, their
activation and signaling mechanisms. Our main approach was to screen a cDNA library

from the central nervous system (CNS) by PCR amplification.

We have first reported the molecular and pharmacological characterization of a
novel 5-HT receptor, 5-HTa.p, which is negatively coupled to adenylate cyclase. We
then further investigated the mRNA distribution of the two known G;-coupled receptors
in Aplysia CNS, 5-HTap1 and 5-HTap. By in situ hybridization, we observed the presence
of both receptors in almost all sensory neuron clusters of various reflexes by comparing

hybridization signal with those identified with a sensorin probe specific to



Abstract ix

mechanoreceptors. We also confirmed expression of both receptors in some presynaptic

serotonergic neurons, suggesting a possible autoreceptor role for these proteins.

We further identified a novel dopamine receptor in our original screen. The
Apaop1 receptor is similar to the mammalian DI family and is coupled positively to
adenylate cyclase. After binding to Apaop receptor, dopamine, but also 5-HT and
octopamine at rather higher concentrations, induce an increase in [cAMP] in cells
expressing this receptor. We also observed a significant constitutive activity of the
receptor in sensory neurons expressing recombinant Apdop:- Expression of Apdopi
receptor increases the threshold of excitability of these neurons in an agonist-

independent way.

All these results gave yield molecular and pharmacological tools to further
investigate how Gj-coupled 5-HT receptors are essential in modulating learning, and
memory in Aplysia. In addition, we are now able to determine the importance of
dopamine and more specifically of a Gs-coupled dopamine receptor, in reinforcement

responses in these processes.

Key words: Aplysia, learning, memory, serotonin, dopamine, G protein coupled

receptor.
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1

Introduction

1.1 Apprentissage et mémoire

L’homme a toujours cherché a comprendre comment il apprend, mémorise et
oublie. Pour en faire une définition simpliste, 1’apprentissage est 1’acquisition de
nouvelles informations ou connaissances, et la mémoire correspond a la rétention de
Pinformation acquise. L’un des défis majeurs des neurobiologistes est de déterminer
comment ces informations sont traitées et stockées par les divers processus neuronaux.
Plusieurs physiologistes et psychologues ont répertorié des distinctions entre différentes
catégories de mémoire (Squire & Kandel, 1999). Par conséquent, il a été établi que le
stockage des faits et des événements fait appel a la mémoire déclarative, alors que
I’apprentissage des habilités motrices ou des comportements implique la mémoire
procédurale. Il est compliqué d’étudier la mémoire déclarative puisqu’il est difficile de
quantifier et de percevoir ce type de rétention d’informations cognitives. Puisque la
mémoire procédurale correspond a I’apprentissage d’une réponse motrice en réaction a

une stimulation sensorielle, il est beaucoup plus accessible d’étudier ce type
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d’apprentissage car il peut se former le long de simples voies de réflexes qui lient les
sensations a des mouvements. L’apprentissage procédural se divise en deux catégories:

I’apprentissage non associatif et I’apprentissage associatif.

1.1.1 Apprentissage non associatif

L’apprentissage non associatif, comme I’habituation et la sensibilisation,
décrit les changements observés, avec le temps, d’une réponse comportementale a un
seul type de stimulus (Figure 1.1). L’habituation consiste 4 apprendre a ignorer un
stimulus, a un arrét de réponses motrices suite a la présentation répétée d’un stimulus
(Figure 1.1A). Par exemple, lorsqu’on lit un livre, on reste insensible aux voitures qui
passent a ’extérieur de la maison. La sensibilisation correspond 4 un renforcement de la
réponse a tous les stimuli, y compris & ceux qui n’évoquaient aucune ou une faible
réponse auparavant (Figure 1.1B). Lorsqu’il y a une soudaine perte d’éclairage a notre
domicile, on devient sensible, on sursaute a tous bruits qui normalement ne nous

troublent aucunement, comme la sonnerie du téléphone.

1.1.2 Apprentissage associatif

L’apprentissage associatif consiste a 1’association d’événements ou de stimuli
entre eux. Le conditionnement classique et instrumental sont des formes d’apprentissage
associatif. Le conditionnement classique a été découvert et défini par le physiologiste

russe Ivan Pavlov au début de ce siécle (Kandel et al., 1991). Il repose sur 1’association
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Figure 1.1- Divers types d’apprentissage non associatif. (A) Habituation. La présentation
répétitive d’un stimulus produit une diminution de la réponse. (B) Sensibilisation. Un stimulus

intense (1) provoque une réponse exagérée a tous les stimuli qui suivent. Figure adaptée de Bear
et al. (1999).
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d’un stimulus qui évoque une réponse mesurable avec un second stimulus qui ne
provoque pas cette réponse. L’expérience de Pavlov sur un chien permit la découverte
qu’un animal apprend & associer le son d’une cloche (stimulus conditionnel, SC) 4 la
présentation de nourriture (stimulus inconditionnel, SI) (Figure 1.2A). Le stimulus
conditionnel provoque une réponse suite & un apprentissage, comme dans ce cas-ci le
son de la cloche. Le second stimulus est de type inconditionnel car la réponse ne
nécessite aucun apprentissage, comme la salivation d’un chien suite a la présentation de
nourriture. Pour obtenir ’association de ces deux stimuli, il faut un certain nombre de
conditions relatives a la ponctualité des opérations. Une fois que I’on enléve la viande, le
son de la cloche est suffisant pour faire saliver le chien. Par conséquent, les mécanismes
synaptiques impliqués dans le conditionnement classique doivent refléter ces contraintes

temporelles.

L’apprentissage instrumental consiste 4 reconnaitre une relation entre un
comportement donné et un stimulus (le renforcement). C’est le psychologue Edward
Thorndike qui a défini ce type d’apprentissage (Kandel et al., 1991). Par exemple, un
animal va apprendre a associer ’appuie d’un levier avec ’accés a de la nourriture
(Figure 1.2B). Egalement, le conditionnement instrumental se produit si la réponse a
pour but d’éviter un stimulus douloureux comme un choc électrique. Comme pour le
conditionnement classique, les contraintes de déroulement de 1’apprentissage dans le
temps sont importantes. Un élément clé du conditionnement instrumental est
I’événement de renforcement, soit la corrélation entre 1’expression d’un comportement

instrumental et I’apport d’un renforcement.
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Figure 1.2- Apprentissage associatif. (A) Conditionnement classique. Apprentissage de
I’animal a associer le son d’une cloche (stimulus conditionnel, SC) a la présentation de
nourriture (stimulus inconditionnel, SI). Le stimulus inconditionnel entraine la salivation du
chien suite a la présentation de nourriture. Le stimulus conditionnel (SC) provoque une réponse
suite 4 un apprentissage, comme dans ce cas-ci au son de la cloche. Une fois que I’on enléve la
nourriture, le son de la cloche est suffisant pour faire saliver le chien. Figure adaptée de
www.encarta.msn.com. (B) Conditionnement instrumental. Boite de Skinner ou la souris
apprend a associer ’appuie d’un levier, bruits, signaux lumineux avec I’accés a la nourriture, ou

éviter un choc électrique suite a un certain stimulus (présentation de signaux lumineux). Figure

adaptée de Feldman (2004).
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1.1.3 Mémoire a court terme et long terme

La mémoire est un phénoméne qui posséde une dimension temporelle. Selon ce
critére, on distingue donc deux types de mémoires, soient la mémoire a court terme et la
mémoire & long terme. La mémoire & court terme est de courte durée et & capacité
limitée. L’information emmagasinée & court terme peut étre oubliée rapidement par
I’intervention d’un événement perturbateur. La mémoire a long terme présente donc un
caractére plus durable, avec une capacité accrue et qui ne nécessite pas de répétition
continue de ’apprentissage. Quels sont les mécanismes biochimiques impliques dans le
transfert de la mémoire & court terme A long terme? Suite aux travaux de Santiago
Ramén y Cajal, ’idée d’étudier chez les mammiferes les phénomeénes cellulaires
responsables de I’emmagasinage de ’information fut jugé trés difficile, presque
impossible (Squire & Kandel, 1999). Chez les mammiféres, les modifications
synaptiques peuvent impliquées 10 & 100 milliards de neurones. Chaque neurone peut
effectuer plus de 1000 connections, ou synapses, pour un total de 10'* connections
synaptiques. Par conséquent, ces considérations incitérent plusieurs chercheurs a étudier
le systtme nerveux rudimentaire d’invertébrés pour comprendre les mécanismes
cellulaires et moléculaires, particuliérement les modulations synaptiques et les
changements d’excitabilité des neurones, engendrant la mémoire suite a ’apprentissage.
L’idée était de tirer profit de la simplicité de ces organismes, possédant des systémes
nerveux simples accessibles 4 I’analyse cellulaire et moléculaire des comportements. Les
découvertes faites sur les invertébrés permirent donc une extrapolation et une

transposition des connaissances chez des modéles mammiféres comme la souris.
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1.2 Aplysia californica: un modéle de choix

Depuis une quarantaine d’années, Aplysia californica a été grandement utilisé
comme modele d’étude pour identifier les mécanismes modulant la mémoire et
I’apprentissage. Aprés avoir été appelé Lernea, Tethys limacina et Laplysia depilans, le
terme genérique Aplysia («qui ne se lave pas») a été donné par Gmelin en 1789 (Eales,
1921). L’aplysie a été comparé a un grand escargot marin par Pline ’Ancien dans
Naturalis Historia (premier siécle aprés JC), et par Galien et Claudius Aelian un siécle
plus tard. Initialement, il a été¢ surnommé Lepus marinus, le liévre marin, puisqu’il
rappelle un lapin lorsqu’il est en position contracté a cause de ses gros et longs
tentacules postérieurs et de son corps mou (Eales, 1921). L’aplysie est un mollusque
gastéropode du genre Aplysia des opistobranches. L’espéce la plus utilisée par les
physiologistes est Aplysia californica que ’on retrouve sur la cote californienne.
L’aplysie est un herbivore qui se nourrit d’algues marines. Son cycle de vie s’étend sur
une année. On retrouve principalement une période de forte croissance vers la fin de
I’été, suivie par une période de ponte en automne qui précéde de trés peu la mort.
Chaque animal peut pondre plus d’un million d’ceufs. Suite 4 la ponte, les ceufs écloront
approximativement 12 jours plus tard pour donner naissance a des larves, appelées
véligéres. Le processus se poursuit par la métamorphose en aplysie juvénile (37°™ jour),
puis en aplysie sexuellement mature (120 jour) (Kriegstein et al., 1974; Kandel, 1976,

1979) (Figure 1.3).
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Figure 1.3- Cycle vital de 1’aplysie. Aprés 1’éclosion, le développement se divise en quatre

phases: le stade véligére (jours 1-34), la métamorphose (jours 34-37), le stade juvénile (jours 37-

120), et le stade adulte. L’apparence extérieure de chacune des phases est illustrée. L’aplysie

sexuellement mature (120°™ jour) dépose les ceufs sous forme d’une masse gélatineuse

constituée d’un long chapelet de capsules contenant chacune de 15 a 20 ceufs. Image adaptée de

Kriegstein et al. (1974).
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La morphologie de I’aplysie adulte présente les caractéristiques classiques des
mollusques: une téte, un pied, un manteau et une masse viscérale (Figure 1.4A). Plus
spécifiquement, la téte est constituée d’une bouche, deux yeux de petite taille et deux
tentacules chémosensoriels. Ces tentacules sont utilisés pour la détection et 1’ingestion
de nourriture (Kandel, 1976). Le pied, s’étendant sur toute la longueur de I’animal, est
un énorme muscle locomoteur. Les parapodes, qui sont deux extensions latérales du
pied, se referment sur le dos de I’animal et ainsi aident a la natation (Figure 1.4A).
L’épiderme du manteau s’allonge vers 1’arriére pour former le siphon, a la base duquel
se situe 1’anus dont I’ouverture est contrélée par un sphincter. La cavité du manteau
s’ouvre antérieurement pour découvrir la branchie, la glande pourpre (ou opaline), les
pores rénal et génital. La glande pourpre sécrete une encre pourpre foncée servant
d’écran protecteur en cas de danger (Figure 1.4B). Tous ces organes recouvrent la masse
viscérale composée du cceur, du tractus gastro-intestinal et des systémes reproducteur et

urinaire (Kandel, 1976).

1.2.1 Systeme nerveux de I’aplysie

L’aplysie possede un systéme nerveux central simple constitué de neurones de
grandes tailles et facilement identifiables (Mazzarelli, 1893; Bergh, 1902; Arvanitaki &
Cardot, 1941). Comparativement au cerveau mammifére, on ne dénombre que 20 000
cellules nerveuses chez cet invertébré. En plus d’étre en nombre inférieur, ces neurones
peuvent atteindre des dimensions allant jusqu’a 1 mm de diamétre, suffisamment grands

pour étre visible a ’ceil nu. De telles dimensions font de ces cellules les plus grosses
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Figure 1.4- Illustration de I’aplysie. (A) Vue de c6té de I’animal situant la téte, le manteau, la
masse viscérale, le pied et les tentacules (antérieur ou ant.; et postérieur post.). (B) Vue dorsale.
Les parapodes sont écartés pour distinguer des structures comme le siphon, la branchie et autres
organes qui normalement ne sont pas exposés. Les ganglions (g.) du systéme nerveux sont
montrés en superposition, soient les ganglions abdominal et cérébral et les ganglions de la téte

(pleural, pédal, cérébral et buccal). Figure adaptée de Kandel (1976).
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cellules nerveuses retrouvées dans le régne animal (Kandel, 2001) (Figure 1.5A). Le
systeme nerveux central (SNC) de I’aplysie est constitué de quatre paires de ganglions
(buccaux, cérébraux, pleuraux et pédaux), ou ganglions de la téte, formant un anneau
symétrique autour de 1’cesophage et d’un ganglion unique situé sous 1’cesophage, le
ganglion abdominal (Figure 1.5B). Les ganglions d’une paire sont reliés par un réseau de
fibres nerveuses appelés commissure et aux autres ganglions par des connectifs. Chaque
ganglion est constitué¢ d’environ 2000 neurones et d’un nombre encore plus grand de
cellules gliales. Puisque les ganglions sont bien espacés, il est facile de les analyser et de

les manipuler individuellement.

Comme tous les systémes nerveux, les ganglions des invertébrés se séparent en
deux zones: une zone cellulaire contenant les corps cellulaires des neurones et une zone
fibreuse, appelée neuropile, contenant les neurites. Contrairement a 1’organisation chez
les vertébrés ou les zones se confondent, elles sont clairement identifiables chez les
invertébrés. Les corps cellulaires sont organisés en sphéres, proches de la surface
externe du ganglion. Chaque neurone dirige son axone vers la neuropile retrouvée dans
la région centrale du ganglion. La neuropile est en fait un champ synaptique important
contenant les connexions qui existent entre les neurones d’un méme ganglion et les
axones provenant des autres ganglions. Etant donné que 1’on retrouve les corps
cellulaires en périphérie des ganglions, il nous est donc possible d’observer et
d’identifier des cellules spécifiquement sur un ganglion intact et d’effectuer des
enregistrements intracellulaires des potentiels d’action de ces cellules géantes. En plus

des ganglions constituants le SNC, on retrouve chez I’aplysie de petits groupes de
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Figure 1.5- Systéme nerveux de D’aplysie. (A) Ganglions du systéme nerveux central.
Photographie du ganglion abdominal pour montrer la dimension des cellules. Figure modifiée de
Kandel (1979); Squire & Kandel (1999). (B) Plan général du systéme nerveux de I’aplysie en

relation avec les autres organes. Les ganglions de la téte (indiqués en rouge) forment un anneau
autour de I’acesophage. Adaptée d’Eales (1921).
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neurones périphériques. Ces neurones innervent directement certains organes engendrant

ainsi des réponses locales indépendantes du SNC (Kandel, 1979).

Au niveau de leur structure cellulaire, les cellules nerveuses des vertébrés sont
similaires a celles des invertébrés. Par contre, la position de I’arborescence dendritique
est différente. Chez les vertébrés, ou il existe un large éventail de variations, les cellules
nerveuses sont multipolaires; un axone émerge du corps cellulaire et un ou plusieurs
dendrites émergent d’autres points (Figure 1.6). Chez les invertébrés, comme I’aplysie,
les neurones sont plutét monopolaires. Ainsi, un axone émerge du corps cellulaire et les
dendrites de cet axone (Figure 1.6). Normalement, on retrouve peu de synapses au
niveau du corps cellulaire. Elles sont distribuées en majorité le long des dendrites

(Kandel et al., 1991).

1.2.2 Caractéristiques des ganglions du SNC

Les quatre paires de ganglions formant I’anneau, présentent des caractéristiques
morphologiques, biologiques et physiologiques particuliéres. Les ganglions buccaux
sont les plus petits ganglions avec des neurones qui peuvent atteindre des diametres
entre 100 et 200 um. Utilisant plusieurs criteres, Gardner (1971) et Kandel (Gardner &
Kandel, 1972) identifiérent 11 grosses cellules dans chaque ganglion buccal (Figure
1.7). Pour chacune de ces cellules, une cellule jumelle est retrouvée du coté opposé du

ganglion symétrique avec des propriétés physiologiques et fonctionnelles similaires. Les
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Figure 1.6- Structure des cellules nerveuses des vertébrés et des invertébrés. Les neurones

d’invertébrés sont monopolaires. Les dendrites émanent de 1’axone principal et forment des

synapses avec des cellules présynaptiques. Les neurones des vertébrés sont multipolaires, avec

ramifications dendritiques a chaque pdle. Adaptée de Squire et Kandel (1999).
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Figure 1.7- Carte des différents neurones identifiés dans les ganglions buccaux. Positions
symétriques des cellules des deux ganglions. Ces cellules sont identifiées par un nombre et les

lettres BL (pour «buccal left» ou buccal gauche) et BR (« buccal right » ou buccal droit). Figure
adaptée de Gardner (1971).
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ganglions buccaux innervent le pharynx, les glandes salivaires, 1’cesophage, la portion

antérieure du tube digestif et les muscles de la masse buccale (Kandel, 1979).

Les ganglions cérébraux innervent diverses structures sensorielles comme la
bouche, les yeux, les tentacules antérieurs et postérieurs. Ils sont composés
essentiellement de petites cellules (30-50 um de diamétre). Ils contrélent différents
aspects du processus d’alimentation. Deux cellules géantes symétriques, les cellules
métacérébrales (MCC pour «metacerebral cells»; 250 pm de diamétre), se démarquent
par leur réle central dans la modulation de I’action motrice dans 1’alimentation (Kandel,

1979).

Les ganglions pédaux se situent au niveau ventrolatéral de 1’aplysie. Ces
ganglions ne sont pas complétement symétriques puisque le ganglion droit est plus grand
et est relié & plus de nerfs périphériques que le ganglion gauche. Ces ganglions
constituent 1’agrégat de cellules nerveuses le plus imposant du SNC. Ces neurones
peuvent atteindre 150 & 300 um de diameétre. Ils innervent le pied, les parapodes, la téte
et le pénis. Par conséquent, ils contrélent les mouvements de locomotion en général,

ainsi que la sécrétion de mucus par le pied et la peau (Kandel, 1979).

Les ganglions pleuraux sont situés a coté des ganglions pédaux. Il y a une
différence entre le ganglion pleural gauche et le droit. On retrouve dans le ganglion
pleural gauche une cellule de trés grande taille (800 pm de diametre), appelée «left giant

cell» ou LP1. Cette cellule posséde des propriétés physiologiques similaires a celles de
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la cellule géante R2 retrouvée dans I’hémisphére droit du ganglion abdominal (Hughes
& Tauc, 1963; Giller & Schwartz, 1971). La stimulation électrique de ces ganglions
conduit a la contraction et/ou a I’inhibition de la contraction de la branchie (Kandel,
1979). Egalement, on retrouve un amas de cellules sensorielles, 1’amas ventro-caudal
(VC pour «ventrocaudal clusters»). Ces neurones, par leur nombre important, leur
accessibilité et leur apparente uniformité au niveau des réponses enregistrées sont
grandement utilisés pour I’étude de la plasticité synaptique chez I’aplysie (Walters & al.,

1983; 2004).

Contrairement aux ganglions constituants 1’anneau de la téte, le ganglion
abdominal est asymétrique. Il contrble différentes fonctions viscérales (reproduction,
circulation et excrétion), les mouvements de rétraction défensive des organes extérieurs
(du siphon et de la branchie notamment) et du manteau, certains processus
neuroendocriniens (ponte des oeufs, équilibre osmotique) et neuroglandulaires (sécrétion
d’encre). 1l est divisé en deux hémisphéres: droit (ou «right»: R) et gauche («left»: L). Il
existe une cartographie détaillée de la position de 1a majorité des neurones constituant ce
ganglion (Figure 1.8). Ces cellules nerveuses sont de coloration et de taille variables
pouvant aller, pour les plus grosses, jusqu’a 1 mm de diamétre (cellules L2 a L6 et R2)

(Kandel, 1976; Koester & Kandel, 1977).
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Figure 1.8- Cartographie des neurones dans le ganglion abdominal de Paplysie. Vue dorsale
du ganglion abdominal montrant les neurones moteurs de la branchie (en pourpre) participant
dans la modulation du retrait de la branchie. Les neurones sont identifiés par la lettre L (pour
«left» ou gauche) ou R (pour «right» ou droit). Les neurones moteurs portent le suffixe G pour

«gill» ou branchie. Figure adaptée de Squire & Kandel (1999) et Frazier et al. (1967).
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1.2.3 Avantages de I’aplysie sur le plan expérimental

La description détaillée du SNC de I’aplysie nous permet de mettre en
perspective les grands avantages de cet organisme sur le plan de I’expérimentation.
L’aplysie posséde donc un (1) systéme nerveux de petite taille, contenant plus ou moins
10 millions de fois moins de neurones que le cerveau humain. (2) Ces neurones sont de
grosse taille, atteignant des diamétres importants  facilitant les études
électrophysiologiques. (3) Il est facile d’identifier ces cellules nerveuses puisqu’il existe
des cartographies détaillées. Aussi, les neurones d’aplysie peuvent étre classés par taille,
lieu et propriétés électrophysiologiques. (4) Les circuits neuronaux sont reconnaissables
chez I’aplysie puisque les neurones identifiés établissent les mémes connexions entre
eux, d’un individu & 1’autre. Finalement, (5) I’aplysie posséde une génétique simplifice.
Un petit génome et un cycle de vie relativement court en font un sujet potentiel de choix

pour I’étude de la génétique et de la biologie moléculaire de I’apprentissage.

1.3 Neurobiologie de ’apprentissage chez I’aplysie

Les comportements observables et modulables chez I’aplysie sont assez limités
quand au nombre mais restent quand méme complexes (Kandel, 1979). A Péchelle
cellulaire, un comportement donné n’implique qu’une centaine de cellules nerveuses,
permettant potentiellement de déterminer le circuit neuronal complet générant ce
comportement (Kandel, 2001). Puisque I’on peut identifier la majorité des neurones, il

est donc possible d’associer les changements dans les propriétés individuelles de ces
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neurones et de les corréler 4 un comportement. L’aplysie permet d’associer des
changements cellulaires spécifiques survenant lors d’un comportement particulier. Il est
par la suite possible d’identifier les événements moléculaires et biochimiques sous-

jacents ces changements cellulaires observés (Byrne, 1987).

Irving Kupfermann et Eric R. Kandel identifiérent de simples réflexes défensifs
qui s’apparentent au retrait de la main suite au contact avec un objet chaud (Kandel,
1979, 2001). Lorsqu’un faible stimulus est appliqué au siphon, la queue se contracte et le
siphon et la branchie se rétractent sous le manteau pour se protéger (Figure 1.9). Il est
possible de modifier ce réflexe par trois formes d’apprentissage: 1’habituation, la

sensibilisation et le conditionnement classique.

1.3.1 Habituation chez I’aplysie

L’habituation est une forme d’apprentissage simple non associative qui a éte
étudiée en détail chez I’aplysie. Une légére pression tactile sur le siphon de I’aplysie
provoquera une contraction de celui-ci et de la branchie. Cependant, si le stimulus est
répété, I’animal le reconnaitra comme anodin et cessera de se contracter. L’aplysie est
donc «habitué». On sait maintenant qu’en réponse a une stimulation, un potentiel
excitateur est généré par les neurones sensoriels du siphon qui innervent a la fois les
neurones moteurs de la branchie et des interneurones (Figure 1.10A). Les potentiels
synaptiques s’additionnent et provoquent une forte décharge dans les cellules motrices,

entrainant une contraction musculaire de la branchie. Lorsque le stimulus est présenté a
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Figure 1.9- Réflexe du retrait de la branchie, du siphon et de la queue. Suite a [’application
d’un stimulus sur le siphon, on remarque le retrait de la queue, du siphon et de la branchie sous

le manteau. Figure inspirée de Kandel (2001).
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Figure 1.10- Habituation étudiée au niveau cellulaire. (A) Représentation simplifiée de

’organisation anatomique du réflexe de retrait. Le neurone sensoriel détecte les stimuli

appliqués sur la peau du siphon et est en contact avec le neurone moteur responsable de la

contraction de la branchie. (B) Une stimulation au niveau du neurone sensoriel engendre un

potentiel synaptique qui provoque une décharge du neurone moteur. (C) Illustration du protocole

utilisé pour produire ’habituation. Lorsque le stimulus est répété, il y a diminution de la réponse

au niveau du neurone moteur. Figure adaptée de Carew et al. (1971); Pinsker et al. (1973); Bear

etal. (1999).
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répétition, les potentiels synaptiques engendrés dans les neurones moteurs diminuent
graduellement, ayant comme résultat une diminution de la réponse motrice (Figure
1.10B). Cette réduction de réponse est due en grande partie a la diminution de la
libération de neurotransmetteur par les neurones sensoriels, un site important de
changements dans le circuit impliqué dans le réflexe de retrait de la branchie
(Castellucci & Kandel, 1974). De plus, on observe également une diminution dans le
nombre de connections synaptiques. Ces changements, appelés dépression, peuvent se

conserver a long terme (Castellucci et al., 1978).

1.3.2 Sensibilisation du réflexe de la branchie

Il est également possible de «faciliter» le réflexe du retrait de la branchie en
faisant précéder le stimulus faible par un second stimulus appliqué a une autre partie du
corps. Ce second stimulus est souvent une forte stimulation tactile ou douloureuse,
comme par exemple un choc électrique. Dans ces conditions, la réponse du neurone
moteur de la branchie est supérieure a celle enregistrée suite a la faible stimulation. Eric
Kandel, Irving Kupfermann, Harold Pinsker, Vincent F. Castellucci, Thomas J. Carew et
Robert Hawkins établirent les paramétres nécessaires pour engendrer la facilitation du
réflexe (Kandel, 2001). Ainsi, ils ont identifié une forme d’apprentissage ou les
modifications de la plasticité synaptique étaient corrélées au comportement.
Contrairement a I’habituation qui est un processus homosynaptique, la sensibilisation est
dite hétérosynaptique car elle implique deux circuits nerveux différents (Figure 1.11)

(Byme & Kandel, 1996).
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Figure 1.11- Organisation anatomique des voies impliquées dans la sensibilisation. (A) Un

stimulus sensibilisateur appliqué a la téte de I’aplysie active un neurone facilitateur

sérotoninergique qui va relacher de la sérotonine (5-HT). La 5-HT va faciliter la terminaison de

’axone sensoriel et entrainer une sensibilisation de la réponse motrice. (B) Type de préparation

utilisée pour mesurer les paramétres du réflexe. (C) Protocole utilisé pour produire la

sensibilisation. Figure modifiée de Carew et al. (1971); Pinsker et al. (1973); Bear et al. (1999).
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1.3.3 Conditionnement classique chez I’aplysie

Il est possible d’augmenter la réponse d’un reflex plus efficacement et plus
longtemps que lors de la sensibilisation. Il suffit de forcer ’animal a associer un
stimulus conditionnel (provoque une réponse suite & un apprentissage) a un stimulus
inconditionnel (qui ne nécessite pas d’apprentissage pour provoquer une réponse). Le
stimulus inconditionnel (SI) est normalement un choc violent sur la queue et le stimulus
conditionnel (SC), une légere stimulation du siphon qui ne provoque normalement
qu’une faible réponse. Si la stimulation de la queue est appariée avec une stimulation du
siphon, la réponse a la stimulation du siphon est alors augmentée (conditionnement
classique). Au point de vue des circuits cellulaires impliqués, le conditionnement
classique utilise les mémes que la sensibilisation. Un choc sur la queue active des
interneurones modulateurs, principalement sérotoninergiques, qui sont connectés aux
neurones sensoriels du siphon. Ce qui distingue le conditionnement de la sensibilisation
est la fenétre de temps entre I’appariement des deux stimuli (Carew et al., 1983; Hawkins
et al., 1983, 1986). Le conditionnement n’agit que si le SC précéde le SI de 0,5 secondes

au maximum (Squire & Kandel, 2001).

1.3.4 Circuits neuronaux du réflexe de retrait du siphon et de la queue

Les circuits neuronaux modulant les réflexes de défense ont été grandement
étudiés chez I’aplysie. On connait les circuits impliqués dans I’induction des réflexes de
retrait du siphon et de la queue (Figure 1.12). Ces réflexes impliquent les ganglions

abdominal, pleuraux et pédaux (Marinesco & Carew, 2002; Bristol et al., 2004). Un
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Figure 1.12- Représentation schématique du circuit neuronal modulant les réflexes de
retrait de la queue et du siphon. Les corps cellulaires des neurones sont dans les ganglions
abdominal, pleural et pédal. Une stimulation tactile sur la queue ou le siphon active les neurones
sensoriels de la queue (TSN) ou du siphon (SSN), ce qui excite les MNs a travers les contacts
monosynaptiques SN-MN ou par les voies polysynaptiques dépendamment des interneurones
impliqués. La 5-HT exerce ses actions multiples sur le circuit: (1) elle provoque la dépression
synaptique et/ou (2) la diminution de I’excitabilité des interneurones inhibiteurs (bleu); (3) la
facilitation synaptique et (4) 1’augmentation de ’excitabilité des neurones sensoriels (rouge).
L14, un MN de la glande pourpre, montre une dépression synaptique induite par la 5-HT sur les
SNs RF. 5-HT induit la plasticité multiple (réponses multiples) aux synapses L30-L29 (vert) et
augmente la réponse glutamatergique dans les MNs LFS (beige). Figure adaptée de Barbas et al.
(2003).
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stimulus tactile appliqué sur le siphon ou sur la queue active les neurones sensoriels
(SNs) de ces organes, ce qui excite les neurones moteurs (MNs) a travers des contacts
monosynaptiques SN-MN et des voies polysynaptiques (Cleary et al., 1995; Frost &
Kandel, 1995). Plusieurs interneurones sont impliqués dans ces voies polysynaptiques
(Kanz et al., 1979; Byrne, 1983; Eberly & Pinsker, 1984; Buonomano et al., 1992;
Cleary & Byrne, 1993; Xu et al., 1994; Frost & Kandel, 1995). Les neurones moteurs
regoivent des inputs facilitateurs et inhibiteurs. Il y aura donc sommation des potentiels
synaptiques au niveau de MNs. Par exemple, normalement l’activation des voies
polysynaptiques provoque une amplification de I’excitation des MNs du siphon, et ce
méme si I’on retrouve des contacts avec des interneurones inhibiteurs. Donc, la réponse
finale est la résultante des sommations des activités synaptiques des voies
monosynaptiques et polysynaptiques (Trudeau & Castellucci, 1992; White et al., 1993;

Antonov et al., 1999).

Au point de vue de la compréhension des mécanismes moléculaires impliqués
dans la modulation de la mémoire et de I’apprentissage, 1’étude de la sensibilisation chez
I’aplysie & apporter beaucoup de réponses. La sensibilisation repose sur le renforcement
de la transmission synaptique entre un neurone sensoriel (SN) et un neurone moteur
(MN), c’est-a-dire une augmentation dans I’excitabilité du SN et une facilitation dans la
synapse SN-MN. De plus en plus d’évidences suggérent que la plasticité synaptique
dans la synapse SN-MN dépend de la relache de sérotonine (5-HT) dans le SNC de
I’aplysie durant la sensibilisation (Brunelli et al., 1976; Mackey et al., 1989; Marinesco

& Carew, 2002). La 5-HT est une monoamine dérivée d’un acide aminé, le tryptophane.
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Le tryptophane est d’abord transformé en un intermédiaire appelé 5-HTP (5-
hydroxytryptophane) par la tryptophane hydroxylase. Le 5-HTP est finalement
transformé en 5-HT par la 5-HTP-décarboxylase. La 5-HT activerait essentiellement une
cascade qui mene a la production d’adénosine monophosphate 3°5’-cyclique (AMPc) et
a ’activation de la protéine kinase AMPc-dépendante (PKA) dans le neurone sensoriel,
ce qui entraine une augmentation de la transmission dans les synapses SN-MN (Brunelli
et al., 1976; Castellucci et al., 1980, 1982; Bernier et al., 1982; Abrams et al., 1984;
Ocorr & Byme, 1985; Ocorr et al., 1986; Ghirardi et al., 1992; Klein, 1993). Il est
devenu évident que la 5-HT agit sur diverses cellules nerveuses dans les circuits
impliqués dans les réflexes défensifs et est donc un neurotransmetteur central dans la

modulation de I’apprentissage et de la mémoire chez I’aplysie (Barbas et al., 2003).

1.4 Roles de la 5-HT dans la facilitation synaptique

L’importance de la 5-HT dans la sensibilisation a initialement été suggérée dans
une série d’articles par Brunelli et al. (1976) et Castellucci & Kandel (1976). Ces
travaux démontrerent pour la premiere fois une corrélation entre la sensibilisation du
réflexe de retrait de la branchie et une augmentation de la relache de neurotransmetteurs
du neurone sensoriel (SN) vers le neurone moteur (MN). Ce phénoméne fut donc appelé
facilitation présynaptique (Castellucci & Kandel, 1976). On peut reproduire la
facilitation en augmentant la concentration de 5-HT extracellulaire ou par injection

intracellulaire d’AMPc.



1.4 Roles de la 5-HT dans la facilitation synaptique 29

Des efforts considérables furent consacrés a identifier les neurones
sérotoninergiques impliqués dans la facilitation présynaptique et a déterminer si
effectivement la 5-HT était reldchée dans la SNC de ’aplysie durant la sensibilisation.
Mackey et al. (1989) montrérent qu’une paire de neurones sérotoninergiques
symeétriques, CC3 (ou CB1; voir Xin et al., 2001) dans le ganglion cérébral, est activée
par une stimulation électrique au niveau de la queue. De plus, ’activation de I’une de
ces cellules par I'injection de courant intracellulaire est suffisant pour produire la
facilitation des synapses SN-MN ainsi que ’augmentation de I’excitabilité dans les
neurones sensoriels du ganglion abdominal (Mackey et al., 1989; Wright et al., 1995).
Par contre, la facilitation produite par 1’activation de CC3 (CB1) est plus faible et dure
moins longtemps que 1’application exogene de 5-HT (Mackey et al., 1989). En utilisant
des méthodes de détection électrochimique, Marinesco & Carew (2002) purent détecter
une relache bréve de 5-HT dans le SNC de I’aplysie en réponse a une stimulation
électrique au niveau du nerf P9 de la queue, stimulation analogue a un choc électrique
appliqué au niveau de la queue pour produire une sensibilisation. Cette libération de 5-
HT dure 30-40 secondes et plafonne a une concentration de 100-200 nM dans la
neuropile entourant les synapses SN-MN de la queue et les corps cellulaires de SN
(Marinesco & Carew, 2002). Une augmentation du niveau de 5-HT dans 1’hémolymphe
(fluide corporelle de [’aplysie) a également été détectée lors de la sensibilisation

(Levenson et al., 1999).
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La seule étude de comportement connue sur un animal intact fut accomplie par
Glanzman et al. (1989). IIs utilisérent un agent chimique, 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-
DHT), qui agit comme toxine pour perturber les voies sérotoninergiques. Les animaux
traités montrérent des comportements altérés (incapacité &4 se mouvoir). Ces animaux
étaient quand méme susceptibles a I’habituation de réflexes défensifs. Glanzman et al.
(1989) observerent également que la facilitation synaptique et I’inhibition de
I’habituation étaient grandement affectées, suggérant que la libération de 5-HT est
importante pour ces processus d’apprentissage. Il devenait donc primordial d’identifier
précisément les circuits neuronaux sérotoninergiques impliqués dans les processus de
mémoire et d’apprentissage pour pouvoir en perturber les fonctions en ciblant

spécifiquement certains neurones impliqués.

1.4.1 Modulation des circuits neuronaux des réflexes par la 5-HT

durant la sensibilisation

Plusieurs neurones impliqués dans le retrait du siphon et de la queue sont
modulés par I’application exogene de 5-HT (Figure 1.12). Fitzgerald & Carew (1991),
ainsi que Trudeau et Castellucci (1992, 1993), entreprirent de déterminer les distinctions
entre les voies monosynaptiques et polysynaptiques lors de la sensibilisation. Ces deux
groupes montrérent que contrairement aux connections monosynaptiques SN-MN qui
sont facilitées par la 5-HT, les voies polysynaptiques sont inhibées. Plusieurs groupes de
synapses sont inhibés par la 5-HT (Figure 1.12) (Frost et al., 1985; Frost et al., 1988;

Fisher & Carew, 1993; Xu et al., 1995; Storozhuk & Castellucci, 1999a; Bristol et al.,
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2001). Plusieurs réponses sérotoninergiques sont également observées dans le ganglion
abdominal. Le siphon est innervé par au moins quatre groupes de SNs du ganglion
abdominal (LE, rLE, RE et RF; Dubuc & Castellucci, 1991; Frost & Kandel, 1995), qui
peuvent étre différemment modulés par la 5-HT. Par exemple, la 5-HT augmente
Pexcitabilité des cellules du groupe LE et facilite les synapses avec les neurones
moteurs. A I’opposé, la 5-HT inhibe les synapses des cellules RF (Figure 1.12;
Storozhuk & Castellucci, 1999b). La 5-HT peut également induire des réponses
multiples sur une méme synapse (ou metaplasticité) (Fischer & Carew, 1995; Fischer et
al., 1997; Fischer et al., 2000). En plus de moduler ’activité des SN, la 5-HT posséde
également une action directe sur les MNs (Frost et al., 1988; Dubuc & Castellucci,
1991). Elle facilite les réponses glutamatergiques (de type AMPA) dans les neurones

moteurs LFS (Chitwood et al., 2001).

L’ensemble de ces résultats indique donc que la modulation des circuits des
réflexes par la 5-HT implique une variété de types cellulaires qui répondent
difféeremment & la 5-HT. Lorsque la 5-HT est libérée dans le SNC de I’aplysie, elle
active une variét¢é de mécanismes moléculaires, notamment des récepteurs
serotoninergiques, qui ne sont pas uniformément exprimés d’un neurone a I’autre. Cette
différence dans la population des protéines d’un neurone a I’autre provoque une variété

de modulations de la transmission et 1’excitabilité synaptique par la 5-HT.
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1.4.2 Cascade biochimique activée par la 5-HT dans les SN

L’¢étude de la synapse SN-MN chez I’aplysie a permis d’analyser la mémoire a
court et long terme au niveau cellulaire et moléculaire. Normalement, une stimulation
forte peut provoquer une sensibilisation & court terme, durant 20-30 minutes. Quatre ou
cinq stimulations espacées induisent une sensibilisation 4 moyen terme (intermédiaire)
ou long terme, durant quelques heures et quelques jours respectivement (Pinsker et al.,
1973; Castellucci & Kandel, 1976; Scholz & Byrne, 1987; Sutton et al., 2001, 2002). De
la méme maniere, une application exogéne de 5-HT entraine une facilitation & court
terme, tandis que cinq bréves applications espacées (ou une trés longues) de 5-HT
induisent une facilitation a moyen terme ou 4 long terme (Frost et al., 1985; Montarolo
et al., 1986; Sutton & Carew, 2000). Au niveau des mécanismes moléculaires, la
sensibilisation et la facilitation de la synapse SN-MN nécessitent 1’activation de
meécanismes identiques: (1) la sensibilisation et la facilitation a court terme reposent sur
la modification covalente de protéines, (2) & moyen terme sur la synthése de nouvelles
protéines, et (3) long terme sur la transcription et traduction de nouvelles protéines
(Castellucci et al., 1986, 1989; Montarolo et al., 1986; Ghirardi et al., 1995; Sutton et al.,
2001). La facilitation a long terme nécessite donc la transcription et traduction de
nouvelles protéines contribuant a 1’augmentation de D’efficacité de la transmission
synaptique se traduisant en une augmentation de la relache de neurotransmetteurs, en
I’augmentation du niveau d’excitabilité des neurones et en une croissance de nouvelles

synapses (dans le cas de la sensibilisation, facilitation) (Bailey et al., 2004).
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Plusieurs évidences démontrent qu’une simple application de 5-HT sur un SN
entraine une augmentation de la concentration en AMPc et I’activation de PKA (Bernier
et al., 1982; Castellucci et al., 1982; Abrams et al., 1984; Ocorr & Byrne, 1985; Ocorr et
al., 1986; Byme & Kandel, 1996; Miiller & Carew, 1998) (Figure 1.13A). La 5-HT
provoque également une translocation a la membrane de la protéine kinase C (PKC)
Ca**-dépendante et augmente son activité (Sacktor & Schwartz, 1990; Kruger et al.,
1991; Sossin et Schwartz, 1992; Braha et al., 1993; Sossin et al., 1993; Sossin et al.,
1994). Une petite contradiction subsiste puisque Manseau et al. (2001) montrérent que le
blocage de I’isoforme PKC Ca”*-indépendante perturbe la facilitation par la 5-HT aux
synapses SN-MN; tandis que le blocage de I’isoforme Ca2+-dépendant n’a aucun effet.
L’activation de PKA et PKC permet & ces protéines de (1) phosphoryler des canaux
ioniques spécifiques et de (2) moduler les mécanismes d’exocytose (Figure 1.13A). La
PKA, en phosphorylant des canaux potassiques (types S), provoque une réduction de
leur conductance et leur fermeture (Siegelbaum et al., 1982). Cette action contribue a
Paugmentation de 1’excitabilité membranaire et de la durée des potentiels d’action
suivant une application de 5-HT (Klein et al., 1982; Pollock et al., 1985; Baxter &
Byrne, 1989). Des canaux potassiques voltage dépendant (K,) peuvent étre également
phosphorylés par PKA et PKC (Baxter & Byrne, 1989, 1990; Goldsmith & Abrams,
1992; Sugita et al., 1992). L’augmentation de la durée des potentiels d’action est un
mecanisme important pour accroitre I’efficacité de la transmission synaptique par
I’accroissement d’influx de Ca®* dans les terminaisons nerveuses. La 5-HT est
¢galement capable d’augmenter la reldche de neurotransmetteurs, indépendamment des

variations de la durée des potentiels d’action, et d’augmenter la mobilisation de
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Figure 1.13- Stimulation cellulaire et moléculaire de la 5-HT. (A) Effets & court et long terme de la
sensibilisation monosynaptique. Un choc unique sur la queue entraine la reliche de 5-HT des neurones
facilitateurs, ce qui active des récepteurs a la surface de SN. Ces récepteurs activent I’adénylate cyclase,
produisant de I’AMPc. L’AMPc active la PKA par association aux sous-unités régulatrices, causant une
dissociation des sous-unités catalytiques. La PKA peut maintenant phosphoryler des canaux a la
membrane et des protéines de la machinerie d’exocytose, provoquant une relache de neurotransmetteurs
(mémoire a court terme). Dans la sensibilisation a long terme, une stimulation répétée provoque une
translocation de la PKA au noyau et le recrutement des MAP kinases. Dans le noyau, la PKA ainsi que les
MAP kinases peuvent phosphoryler et activer CREBI et inactiver le répresseur CREB2. CREBI
phosphorylé forme un complexe avec CBP au promoteur. CBP va acétyler des lysines sur les histones,
décondensant la chromatine et permettant a la machinerie de transcription de venir se lier. Il s’en suivra
une transcription de génes précoces (ubiquitine hydrolase, C/EBP). ApC/EBP, qui peut interagir avec le
facteur activateur AF, peut provoquer la transcription de génes tardifs essentiels pour le croissance de
nouvelles connections synaptiques. Figure modifiée de Kandel (2001) et Bailey et al. (2004). (B) Neurone
sensoriel avec de multiples contacts. 11 est possible de stimuler une synapse spécifique SN-MN avec de la
5-HT et observer des changements a une autre synapse SN-MN impliquant le méme neurone SN. Des
stimulations avec différents neurotransmetteurs aux diverses synapses est également possible. Figure
provenant de Kandel (2001).
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vésicules synaptiques aux sites de libération des neurotransmetteurs, ou zones actives

(Hochner et al., 1986; Braha et al., 1990; Sugita et al., 1992; Klein, 1993, 1994).

Le recrutement de PKA et PKC par la 5-HT est différent selon la durée de
I’application de 5-HT et I’état de la synapse. Des bloqueurs de PKA sont plus efficaces
pour prévenir la facilitation synaptique suite a une courte application de 5-HT, versus
des bloqueurs de PKC qui eux fonctionnent mieux aprés de longues applications (Braha
et al., 1990; Hochner & Kandel, 1992; Sugita et al., 1992). La facilitation de synapses
déprimées est bloquée par des inhibiteurs PKC et non PKA, tandis que les inhibiteurs
PKA bloquent la facilitation de synapses non déprimées (Braha et al., 1990; Goldsmith
& Abrams, 1991; Ghirardi et al., 1992). Les éléments moléculaires expliquant les
contraintes de temps et d’états de la synapse permettant ou non le recrutement de PKC
ou PKA par la 5-HT ne sont pas connus (Byrne & Kandel, 1996). L’une des explications

proviendrait des mécanismes d’activation de récepteurs sérotoninergiques.

En plus d’observer une activation de PKA et PKC, la répétition d’ajout de 5-HT
recrute une série de kinases, les MAP kinases, (également appelées ERK) (Figure
1.13A). Une fois activées, on observera la translocation des MAP kinases au noyau pour
favoriser I’expression de génes essentiels pour le maintien de la facilitation a long terme
(Martin et al., 1997a; Michael et al., 1998; Sharma et al., 2003; Bailey et al., 2004).
Cette activation de la transcription s’effectue par la phosphorylation de CREBI1 (facteur
de transcription; «cAMP-responsive element binding protein») et du répresseur CREB2.

Les MAP kinases sont également responsables de la phosphorylation de protéines
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cytosoliques telles que I’apCAM («Aplysia cell adhesion molecules»), et de facteurs de
transcriptions comme C/EBP («CCAAT-box-enhanced binding-protein») (Figure
1.13A). La phosphorylation d’apCAM permet la défasiculation des neurites et la
croissance de nouvelles synapses (Bailey et al., 1997). L’activation des ERK par la 5-HT
et la facilitation & long terme sont également dépendantes de P’activation de tyrosine
kinases, plus spécifiquement des récepteurs a tyrosine kinase (RTK ou plus
spécifiquement ApTrkl) (Purcell et al., 2003; Ormond et al., 2004). Comment peut-on
expliquer que la stimulation répétée de 5-HT active la voie des MAP kinases et des
tyrosine kinases? Encore une fois, il faudra connaitre Iidentité moléculaire des

récepteurs sérotoninergiques impliqués pour pouvoir identifier ces mécanismes.

L’utilisation d’une culture de neurones sensoriels bifurqués, qui contactent deux
neurones moteurs éloignés I’un de I’autre (Martin et al., 1997a; Figure 1.13B), a permis
de démontrer ’existence de mécanismes moléculaires encore plus complexes. Lorsqu’un
neurone recoit un input de 5-HT, et en méme temps un input du neurotransmetteur
FMRFamide, un tétrapeptide, sur une synapse différente, la dépression produite par
FMRFamide prédomine sur la facilitation induite par la 5-HT. Cette domination
s’explique par la phosphorylation d’une MAP kinase p38, le recrutement du répresseur
CREB2 et d’une déacétylase induisant une répression d’ApC/EBP et la déacétylation des
histones. Cette action négative surpasse donc le recrutement de CREB! par la 5-HT.
CREBI est normalement capable de former un complexe avec CBP («CREB binding
protein»), ce qui acétyle des lysines sur les histones et qui décondense la chromatine

(Guan et al., 2002, 2004; Bailey et al., 2004) (Figure 1.13A).
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L’activation des processus de transcription par la 5-HT semble étre un processus
qui peut étre synapse spécifique et qui ne peut s’appliquer a toutes les régions d’un
neurone. Durant la facilitation a long terme, une stimulation unique de 5-HT sur une
synapse en particulier est essentielle pour produire un marquage synaptique. Ce
marquage consiste en des modifications covalentes PKA dépendantes qui marquent les
synapses spécifiquement pour la croissance de celles-ci. De plus, cette application
unique provoque la traduction et la synthése de protéines locales (Casadio et al., 1999;
Bailey et al., 2004). Puisque les ARNm sont produits dans le corps cellulaire (plus
précisément dans le noyau), ils doivent rester dormants avant d’atteindre la synapse
marquee. Si et al. (2003a) ont montré que I’homologue de la protéine CPEB de I’aplysie
(«cytoplasmic polyadenylation element binding protein»), protéine capable d’activer des
ARNm dormants par I’élongation de leur queue polyA, est une molécule importante
pour I’induction de la traduction locale de protéines durant la stabilisation de la mémoire
a long terme. De plus, apCPEB agirait comme un prion, qui sous sa forme dominante,
soit la forme auto-réplicative de la protéine, serait active et capable de déclencher la
traduction des ARNm dormants (Si et al., 2003b). La 5-HT est donc responsable de
I’activation d’une cascade biochimique complexe. Toutes ces modifications sont par
conséquent deéclenchées par la liaison de la 5-HT sur des récepteurs couplés aux

protéines G (Figure 1.13A).
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1.5 Récepteurs a 5-HT

L’activation de récepteurs sérotoninergiques joue donc un réle déclencheur dans
les processus de mémoire et d’apprentissage chez I’aplysie. Des efforts considérables
ont été entrepris pour non seulement identifier ces récepteurs mais également
caractériser les mécanismes d’action de ces protéines. La majorité de ces récepteurs sont

des protéines de la famille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG).

1.5.1 Récepteurs couplés aux protéines G

Les RCPG sont des protéines ubiquistes et polyvalentes impliquées dans la
signalisation cellulaire et représentant des cibles pharmacologiques privilégiées pour le
développement de médicaments. Ils représentent la plus grande famille de récepteurs
membranaires avec plus de 600 récepteurs distincts identifiés chez I’humain (Lander et
al., 2001). Leur importance biologique est illustrée par la diversité des hormones qui
utilisent ces récepteurs afin d’acheminer un signal biologique de I’extérieur vers
intérieur de la cellule (Bockaert & Pin, 1999). Tous ces récepteurs possédent sept
domaines transmembranaires hydrophobes capables de former des hélices alpha aptes a
traverser la membrane plasmique (Figure 1.14A). Ces domaines hydrophobes sont les
régions les mieux conservées dans les RCPG, surtout au niveau des récepteurs répondant
a un ligand commun. Il n’est donc pas étonnant de retrouver les acides aminés essentiels
pour I’interaction avec le ligand a I’intérieur de ces domaines (Hibert et al., 1991). Les

RCPG sont activés par la liaison d’un ligand, qui vient se loger dans la poche formée par
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Figure 1.14- Les RCPG et leurs mécanismes d’activation. (A) Représentation schématique des
RCPG. Les sept domaines transmembranaires sont représentés (en mauve). Différentes classes
de ligands sont également représentées. On remarque la présence de la protéine G
hétérotrimérique. Figure adaptée de Bockaert & Pin (1999). (B) Combinaisons et variétés
multiples de protéines G. Figure tirée de Bockaert & Pin (1998).
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les sept domaines transmembranaires. Cette liaison entraine un changement de
conformation de la partie intracellulaire du récepteur, et active une protéine G
hetérotrimérique (a, B, y) en catalysant I’échange d’une molécule de GDP pour une
molécule de GTP sur la sous-unité a de la protéine G. La sous-unité o liée au GTP se
dissocie de la sous-unité By et peut interagir avec la protéine effectrice. Le dimeére By
peut également activer diverses voies de signalisation (Bourne et al., 1991). Ce sont les
régions intracellulaires des RCPG qui sont impliquées dans leur interaction avec les

proteines G, notamment la troisiéme boucle intracellulaire (Kobilka et al., 1988).

Les RCPG possedent plusieurs sites de modification post-traductionnelle. La
portion N-terminale et les boucles extracellulaires comportent plusieurs sites potentiels
de glycosylation (O’Dowd et al., 1989a). Les domaines intracellulaires présentent
habituellement des sites de phosphorylation qui jouent un réle majeur dans la régulation
de Dactivité du récepteur (Freedman & Lefkowitz, 1996; Béhm et al., 1997). De
multiples récepteurs présentent des sites de palmitylation sur des résidus cystéines dans
la queue C-terminale. La palmitylation des RCPG sert a ancrer la queue C-terminale des
récepteurs a la membrane plasmique (Ovchinnikov et al., 1988; O’Dowd et al., 1989b).
Finalement, on peut retrouver des séquences importantes pour I’exportation de
récepteurs nouvellement synthétisés vers la membrane et le recyclage de ces récepteurs
une fois internalisés. Ce type de séquences a été particuliérement identifié pour les
récepteurs dopaminergiques mammiféres de type 1 (Bermak et al., 2001; Vargas & von

Zastrow, 2004).
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La reponse cellulaire induite par la liaison du ligand sur le récepteur dépend de
I’affinité du récepteur a une combinaison de protéines G. On dénombre plusieurs sous-
unités o distinctes liant toutes le GTP et possédant une activité GTPasique permettant
’hydrolyse de GTP en GDP. Celles-ci peuvent étre groupées en quatre familles (Gs, G,
Gq et Gi2) activant des voies de signalisation distinctes (Bockaert & Pin, 1998) (Figure

1.14B).

Les adénylates cyclases sont sans doute les effecteurs des protéines G les mieux
caractérisés (Sunahara et al., 1996). L’adénylate cyclase est une protéine membranaire
intégrale qui catalyse la formation d’AMPc a partir de ’ATP. Elle est modulée
positivement ou négativement par les différentes sous-unités des protéines G. Les sous-
unités as, qui font parties du complexe hétérotrimérique G, activent ’enzyme alors que

les sous-unités a;, du complexe appelé G;, I’inactivent (Bockaert & Pin, 1998).

La seconde catégorie d’effecteurs regroupe les phospholipases. L’activation des
phospholipases C B, et B3 (PLC) par les diverses sous-unités de la famille Ga, est la plus
documentée. La PLC est une enzyme membranaire qui provoque le clivage d’un
phospholipide membranaire (le PIP, ou phosphatidylinositol-4,5-diphosphate), qui en le
scindant forme deux molécules jouant des réles de seconds messagers: le diacylglycérol
(DAG) et Iinositol-1,4,5-triphosphate (IP3). L’IP;, soluble dans I’eau, diffuse a
Pintérieur de la cellule et se fixe sur des récepteurs spécifiques situés a la surface du
réticulum endoplasmique lisse et sur d’autres organelles. L’activation de ces récepteurs

(canaux calciques) par I'IP; provoque une sortie de calcium a partir de ces réserves
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intracellulaires. Le DAG, soluble dans les lipides membranaires, agit au voisinage de la

membrane ou il active la PKC (Kandel et al., 1991; Byme et al., 1993).

Les RCPG peuvent également moduler des canaux ioniques. Les canaux GIRKSs
(«G-protein inward rectifying potassium channely; canaux a rectifications entrants) sont
activés par la liaison, & leurs extrémités N- et C-terminales, des sous-unités By. Par
contre, la liaison de ces mémes sous-unités Py méne a I’inhibition de canaux Ca®" (de
type N et P/Q) (Jan & Jan, 1997; Schneider et al. 1997). De plus en plus on identifie des
effecteurs qui sont directement modulés par les récepteurs. Par exemple, on dénote les
arrestines qui sont impliquées dans le processus de désensibilisation des RCPG, des
protéines a domaines (SH,, PDZ et EVH), ainsi que des petites protéines G de la famille

de Rho (Kozasa et al., 1998; Hall et al., 1999).

Les RCPG peuvent activer les voies des MAP kinases (Gutkind, 1998).
L’activation des voies ERK requiert non seulement I’activation de protéines G
hétérotrimériques mais aussi I’activation de tyrosines kinases (Luttrell, 2002). Le role de
la B-arrestine comme molécule de signalisation, plus particuliérement comme molécule
d’échafaudage dans la signalisation RCPG-MAP kinases, est essentiel pour recruter des

protéines importantes dans I’activation de ces voies (Luttrell et al., 2001).

Suite & une stimulation prolongée et soutenue par un agoniste, il y a diminution
de la réponse cellulaire induite par le récepteur. Ce phénoméne est appelé

désensibilisation. La désensibilisation est causée par le découplage fonctionnel du
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récepteur de la protéine G. Ce découplage provoque une phosphorylation du récepteur
au niveau des boucles intracellulaires et de la queue C-terminale. La phosphorylation du
récepteur permet le recrutement de la -arrestine, une protéine ayant une affinité accrue
pour le récepteur phosphorylé. La B-arrestine, liée au récepteur, empéche donc
I'interaction aux protéines G et atténue sa capacité de signalisation. De plus, la p-
arrestine promeut I’internalisation du récepteur pour le recyclage ou 1’élimination de

celui-ci (McDonald & Letkowitz, 2001).

Diverses études ont montré que les RCPG pouvaient exister et fonctionner sous
formes dimériques ou méme oligomériques, particuliérement par I’utilisation de
techniques de transfert d’énergie (FRET ou BRET). L’assemblage et le ciblage des
récepteurs a la membrane plasmique semblent étre des processus régulés par la
dimérisation. Les concepts d’oligomérisation et méme d’hétérodimérisation des RCPG
entrainent une diversification de la signalisation des RCPG. (Bouvier, 2001; Angers et
al., 2002). Tous ces concepts structurels et fonctionnels des RCPG en font des molécules

possédant une capacité diversifiée d’activation, de régulation et de signalisation.

1.5.2 Divergences évolutives des récepteurs a 5-HT

Les récepteurs sérotoninergiques sont classés en sept familles distinctes. Ce
regroupement est effectué sur la base de leurs voies de signalisation et de leurs identités
de séquences (Hoyer et al., 1994; Peroutka, 1995). Six de ces familles sont composées

de récepteurs couplés aux protéines G métabotropiques. Les récepteurs 5-HT; et 5-HTs
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inhibent I’adénylate cyclase (récepteurs couplés a G;), tandis que les récepteurs 5-HTy,
5-HTg et 5-HT5 I’activent (récepteurs couplés a Gs). Les récepteurs de type 5-HT, vont
plutét activer la PLC et stimulent donc le métabolisme du PIP, (récepteurs couplés a
Gq). Les récepteurs de type 5-HTs, formant des canaux ioniques Na'-K~ directement
activés par le ligand et occasionnant une dépolarisation rapide des neurones suite a

I’ouverture du canal, ne font pas partie de la famille des RCPG (Hoyer et al., 1994).

Puisque des récepteurs a 5-HT ont été identifiés chez les invertébrés les plus
primitifs, ils ont di apparaitre il y a plus de 800 millions d’années (Vernier et al., 1995;
Tierney, 2001). Le récepteur primordial ou ancestral aurait rapidement divergé en trois
groupes principaux de paralogues: le premier groupe de la grande famille des récepteurs
5-HT) (comprenant les récepteurs de type 1, 5 et 7); le second des récepteurs de type 2;
le troisieme des récepteurs de type 6. Ce premier événement moléculaire de
diversification se serait produit il y a 750 millions d’années approximativement. Des
divergences subséquentes suivirent au niveau du premier groupe il y a 600 millions
d’années: les récepteurs 5-HTs et 5-HT; divergérent des récepteurs 5-HT;. Tous ces
événements préceédent I’évolution des vertébrés a partir des invertébrés, il y a 600
millions d’années. Par conséquent, on peut prédire que I’on devrait retrouver des
membres des trois classes majeures de récepteurs & 5-HT chez les invertébrés. De plus,
au courant de I’évolution, a I’intérieur de chaque sous types de récepteurs, on retrouve
également des événements de divergences subséquentes qui agrandissent la diversité au
niveau de chaque famille (Peroutka & Howell, 1994; Peroutka, 1995; Tiemey, 2001).

Par exemple, la famille des récepteurs 5-HT, a divergée en cinq sous-types: 5-
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HTia B pEF Puisque ces changements se sont produits aprés la divergence des vertébrés
et des invertébrés en groupes évolutifs distincts, il est peu probable que ces sous-types
soient présents chez les invertébrés (Peroutka & Howell, 1994). On doit également noter
que depuis les premicres analyses phylogénétiques, la séquence des récepteurs 5-HT,
(Gerald et al., 1995) a été publiée. Les analyses subséquentes ont rapidement identifié
cette famille de récepteur comme étant la résultante d’une divergence initiale du
récepteur ancestral, il y a 750 millions d’années (Gerald et al., 1995; Barbas et al.,

2003).

1.5.3 Caractérisation initiale des récepteurs a 5-HT dans le SNC de
I’aplysie

Les effets de la 5-HT chez I’aplysie furent initialement rapportés dans les
neurones (Gerschenfeld & Tauc, 1961; Cedar & Schwartz, 1972), le cceur (Koester et
al., 1973) et la branchie (Kebabian et al., 1979). En 1974, Gerschenfeld et Paupardin-
Tritsch (1974a) observérent six réponses différentes suite & ’application de 5-HT: quatre
réponses qui se caractérisent par une augmentation de la conductance membranaire
(appelée 4, A°, B et C), versus deux réponses ou ’on voit une diminution de la
conductance (a et B) (Gerschenfeld & Paupardin-Tritsch, 1974a). Pellmar et Carpenter
(1980) identifierent une septiéme réponse différente qui est dépendante du voltage et du
calcium. Toutes ces réponses se distinguent par des expériences de voltage imposé selon
leur temps d’action, sélectivité ionique et I’induction d’une augmentation ou d’une

diminution de la conductance membranaire. Ces études sont donc les premiéres
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indications de I’existence possible d’une variété de récepteurs a 5-HT dans le SNC de
Iaplysie et ce méme si ces réponses électrophysiologiques pouvaient étre induites par un

meéme récepteur couplé a différentes cascades biochimiques.

La présence de multiples récepteurs sérotoninergiques fut confirmée par des
methodes biochimiques. Saitoh et Shih (1987) ont montré qu’un agoniste spécifique aux
récepteurs 5-HT A (le 1-[2-(4-azidophenyl)ethyl]4-(3-trifluoromethylphenyl)piperazine
ou azido-PAPP), pouvait étre utilisé comme sonde pour du marquage par photoaffinité
pour identifier des récepteurs a 5-HT. Ils ont observé la présence de cing polypeptides
sur un gel SDS-PAGE suite a I’incubation d’azido-PAPP[’H] sur une préparation
membranaire neuronale. Ce marquage était aboli par la 5-HT qui déplace la liaison de la
sonde aux récepteurs. Ces résultats suggerent donc I’existence de cing récepteurs 4 5-HT

différents.

Puisque I'intérét pour définir le role de la 5-HT chez 1’aplysie est grandissant, il
est devenu primordial d’identifier les propriétés pharmacologiques des récepteurs a 5-
HT de ce mollusque. Les techniques de liaison classiques aux récepteurs se sont
montrées efficaces pour I’identification et la caractérisation pharmacologique de ce type
de protéines dans les tissus d’invertébrés. Drummond et al. (1980) rapportérent la
premicre étude détaillée de la localisation de récepteurs a 5-HT dans plusieurs tissus
neuronaux et non neuronaux. Pour ce faire, ils ont effectué des essais de liaison avec le
LSD[*H] (lysergic acid diethylamide, un agoniste non spécifique de récepteurs a 5-HT)

et des essais de modulation de ’activité de I’adénylate cyclase par la 5-HT. La liaison
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spécifique de LSD[H], capable d’étre déplacée par la 5-HT, a été observée dans la
branchie, le cceur, les muscles buccaux et dans tous les ganglions du SNC de ’aplysie.
La stimulation par la 5-HT de I’adénylate cyclase a également été mesurée sur des

préparations membranaires de ganglions, de muscles et de connectifs.

Kadan et Hartig (1988) prirent avantage de la sensibilité accrue de I’iode 125
pour caracteriser la distribution de récepteurs & 5-HT dans I’aplysie. IIs ont identifié une
population de sites de liaison & haute affinité pour la 5-HT, marqués par le LSD-1'*,
dans les ganglions de I’aplysie. Par la suite, ils se sont concentrés a déterminer la
puissance de plusieurs agents pharmacologiques a déplacer la liaison de LSD-I'*® sur des
sections de ganglions pédaux et abdominaux. L’ordre décroissant de puissance des
ligands est: méthysergide (antagoniste 5-HT).,.7) > cyproheptadine (antagoniste 5-HT).,)
> miansérine (antagoniste/agoniste inverse 5-HT,) > cinansérine (antagoniste de
récepteurs a 5-HT chez I’aplysie; Brunelli et al., 1976; Newlin et al., 1980) > 5-HT >
kétansérine (antagoniste 5-HT,) > bufoténine (agoniste 5-HT,,) > 8-OH-DPAT
(agoniste 5-HT)a). Kadan et Hartig (1988) observérent également une diminution de la
liaison de la 5-HT sur les sites LSD-1'® suite a I’ajout de Gpp(NH)p (5°-
guanylylimidodiphosphate), un analogue du GTP difficilement métabolisé, suggérant un

couplage des récepteurs a 5-HT aux protéines G chez I’aplysie.

Evans et al. (1991) utilisérent également le LSD-I'*) pour caractériser la
localisation de récepteurs a 5-HT, en se concentrant principalement sur cinq neurones

majeurs du quadrant gauche supérieur du ganglion abdominal (L1, L2, L3, L4 et L6). Ils
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ont ¢galement déterminé les propriétés électrophysiologiques des réponses produites par
ces neurones suite a I’application de 5-HT. Premiérement, du marquage intense a
uniquement été observé au niveau du soma de paires de neurones symétriquement
localisés dans le ganglion abdominal (L1 et R1). La liaison de LSD-I1'*® est bloquée par
des concentrations de 5-HT de I’ordre du micromolaire et par de plus petites
concentrations d’antagonistes sérotoninergiques tels que la cyproheptadine et la
miansérine, confirmant les résultats obtenus par Kadan et Hartig (1988). Deuxiémement,
ils ont enregistré des réponses variées a la 5-HT dans ces cellules du quartier gauche
supérieur du ganglion abdominal. Les cellules L3 et L6 montrérent une augmentation de
la conductance en K" en réponse & la 5-HT qui n’est pas inhibée par la cyproheptadine
ou miansérine. Les cellules L2 et L4 possédent une réponse biphasique a la 5-HT: une
augmentation dans la conductance de Na®, qui est inhibée par la cyproheptadine ou par
la miansérine, suivie d’une conductance au Ca®* voltage-dépendante qui est bloquée par
le Co™ et non par des antagonistes sérotoninergiques. Finalement, les cellules L1 et sa
partenaire symétriquement localisée, R1, montrent en plus des réponses Na* et Ca®*, une
augmentation de la conductance en ClI' qui peut étre inhibée par le LSD, la

cyproheptadine ou la miansérine.

1.5.4 Caractérisation moléculaire, structurale, pharmacologique et

tissulaire de récepteurs a 5-HT chez P’aplysie

On ne connait pour I’instant que la séquence de trois récepteurs & 5-HT chez

Iaplysie. Li et al. (1995) furent les premiers a isoler des génes qui codent pour des
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récepteurs a 5-HT. Ils ont utilisé des oligonucléotides dégénérés, dont la séquence
correspond aux acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et
sept chez tous les récepteurs sérotoninergiques connus, pour amplifier potentiellement
de nouveaux récepteurs. De cette maniére, ils ont isolé deux clones génomiques: Ap5-
HTg, et Ap5-HTp;. Le géne Ap5-HTg, code pour une protéine de 453 acides aminés,
contenant sept passages hydrophobes membranaires potentiels, une courte troisiéme
boucle intracellulaire et une longue queue C-terminale. Par buvardage de type Southern,
les auteurs montrérent que ce géne ne posséde aucun intron. Le géne Ap5-HTg; ne
possede également aucun intron et code pour une protéine trés similaire de 422 acides
aminés. Si on compare la séquence en acides aminés de ces deux clones, on constate un
tres haut pourcentage d’identité entre ces deux séquences (90%), surtout au niveau de la
séquence des domaines transmembranaires et des régions adjacentes. Fait intéressant, il
est possible que d’autres récepteurs similaires soient présents dans le génome de
Paplysie puisque par analyse de buvardage de type Southern de I’ADN génomique,
I’hybridation a une sonde correspondant a la région codante d’Ap5-HTg, révéla cing
bandes distinctes. Des analyses phylogénétiques démontrérent que les récepteurs Ap5-
HTg, et Ap5-HTg; sont des protéines distinctes et éloignées des autres récepteurs & 5-HT

connus.

Pour identifier le profil pharmacologique de ces deux récepteurs homologues, Li
et al. (1995) établirent des lignées stables de cellules HEK 293 exprimant Ap5-HTg, et
Ap5-HTg,. Ils démontrérent dans ce systeéme hétérologue que ces deux récepteurs, en

réponse a la 5-HT, stimulaient I’activité de la PLC avec une réponse maximale a 100 nM
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de 5-HT. Le ECs (valeur quantitative de I’affinité du récepteur pour un ligand et de son
efficacité correspondant & la concentration pour atteindre 50% de la réponse maximale)
pour la 5-HT a été évalué a 1.8 nM pour le récepteur Ap5-HTg, et de 1.5 nM pour le
récepteur Ap5-HTg,. La méthiothépine (un antagoniste non spécifique serotoninergique)
et le spiperone (antagoniste 5-HT),) inhibent la stimulation de la PLC par la 5-HT et ce
a une concentration de 10 uM. Par contre, la cyproheptadine (10 pM), un antagoniste 5-

HT,., n’a aucun effet.

Par des expériences de RT-PCR sur les ARNm isolés de divers tissus d’aplysie,
Li et al. (1995) observérent que ’ARNm du récepteur Ap5-HTpg,; est exclusivement
exprimé dans I’ovotestis et dans la spermathéque, alors que I’ ARNm du récepteur Ap5-
HTg; se trouve uniquement dans le SNC. Puisque les récepteurs Ap5-HTg, et Ap5-HTg»
possedent des profils pharmacologiques similaires mais sont exprimés dans des tissus
différents, les auteurs ont suggéré que ces deux récepteurs résultent probablement d’une
duplication d’un géne ancestral, plagant le géne sous le contrdle de promoteurs

différents.

Par leurs lieux d’expression, on peut avancer les hypothéses que le récepteur
Ap5-HTg; est probablement important pour la modulation de la reproduction de
I’aplysie et que le récepteur Ap5-HTp, est essentiel pour activer les voies PLC-PKC
dépendantes dans le SNC. Puisque 1’activation de divers isoformes de la PKC contribue
a la facilitation de la relache de neurotransmetteurs, a la modulation des courants K et &

excitabilité¢ neuronale, déterminer la contribution du récepteur Ap5-HTg, dans la
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modulation synaptique devient donc essentielle pour pouvoir comprendre comment
moduler les voies PLC-PKC dépendantes (Ghirardi et al., 1992; Sossin et al., 1994;

Sugita et al., 1994). '

Un troisiéme récepteur a 5-HT a été cloné et caractérisé par Angers et al. (1998).
A l’aide d’amorces dégénérées contenant également les séquences correspondant aux
acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et sept, ils ont criblé
par PCR des banques d’ADNc du SNC et de rein. IlIs ont isolé un ADNc codant pour une
protéine de 492 acides aminés (5-HTsp1) contenant sept sections constituées
majoritairement d’acides aminés hydrophobes, une grande troisiéme boucle
intracellulaire et une courte queue C-terminale, caractéristique de récepteurs de type 5-
HT; (Boess & Martin, 1994; Gerhardt & van Heerikhuizen, 1997). Des analyses par
buvardage de type Southern sur de I’ADN génomique montrérent que le géne 5-HTyp) ne
contient pas d’intron et ne posséde pas d’homologue dans le génome d’aplysie. Par
analyse phylogénétique, ils ont produit un dendogramme qui place le récepteur 5-HTgp
a I’intérieur du groupe primitif des récepteurs de type 5-HT| s 7. Pour démontrer que ce
récepteur est bel et bien un membre de la famille des récepteurs 5-HT;, les auteurs ont
déterminé le profil pharmacologique du récepteur 5-HTyp. Pour ce faire, ils ont exprimé
le récepteur, fusionné a un épitope c-myc a ’extrémité N-terminale, dans des cellules
mammiféres HEK 293. Sur des membranes plasmiques isolées provenant de ces cellules,
on constate que le LSD[H?] lie de maniére dose dépendante le récepteur 5-HTap1 avec un

K4 de 0.56 nM. L’ordre décroissant de puissance pour la compétition & la liaison au

' Les auteurs ont publiés en 2003 (Journal of Neuroscience, volume 23, exemplaire 11), une correction sur la nature
sérotoninergique de ces récepteurs. Par conséquent, ils ne peuvent affirmer avec certitude que ces récepteurs activent
la PLC suite & la liaison de 5-HT.
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recepteur 5-HT,, au LSD[H’] déterminé pour plusieurs ligands sérotoninergiques est

représenté dans le Tableau 1.1.

Tableau 1.1- Comparaison des affinités de plusieurs ligands a perturber la liaison du

LSD[’H] sur des membranes de cellules transfectées avec '’ ADNc du récepteur 5-HT

aple

Ligands Spécificité Ki (nM)
5-CT agoniste 5-HT), 1,04
Meéthiothépine antagoniste 5-HT 2,62
PAPP agoniste 5-HT), y/antagoniste 5-HT)p 9,50
5-HT 13,23
Methysergide antagoniste 5-HT ;.4 15,01
Clozapine antagoniste 5-HT, 56,63
8-OH-DPAT agoniste 5S-HT 5 73,96
Meétergoline antagoniste 5-HT .5 90,66
Yohimbine antagoniste récepteur ¢,-adrénergique 222,37
Meésulergine antagoniste 5-HT, 4 245,52
Kétansérine antagoniste 5-HT, 288,18
SCH 23390 antagoniste récepteur 4 dopamine D1 616,14
NAN 190 antagoniste 5-HT) 4 > 1000
Dopamine > 1000
Spiperone antagoniste 5-HT ) ,/récepteur 4 dopamine D2 > 1000
Alprénolole antagoniste By- et (},-adrénergique > 1000

Tableau modifié¢ de Angers et al. (1998).

L’analyse de ce profil obtenu ressemble beaucoup au profil des récepteurs 5-HT;.

L’affinité du récepteur 5-HT,; pour I’agoniste 5-CT est 1’unique donnée compatible

avec les récepteurs 5-HT). La haute affinité observée pour la 5-HT est compatible avec

les niveaux caractérisés pour les récepteurs mammiféres 5-HT)appf et 5-HT7. Ces
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résultats indiquent donc que le récepteur 5-HT,, est similaire aux récepteurs 5-HT).;
mammiféres, sans pouvoir I’associer plus spécifiquement a I’une ou I’autre de ces sous-
familles. Il n’est donc pas surprenant d’observer que dans le méme systéme d’expression
hétérologue de cellules HEK 293, I’activation du récepteur 5-HTyp1 par la 5-HT inhibe
’adénylate cyclase stimulée par la forskoline, et ce de maniére dose dépendante. Cette
inhibition est bloquée par I’antagoniste méthiothépine (100 nM). Ce résultat permet

enfin d’associer clairement le récepteur 5-HT,, aux récepteurs 5-HT; couplés a G;.

Pour déterminer la distribution tissulaire de la protéine 5-HTyp1, Angers et al.
(1998) produirent un anticorps polyclonal anti-5-HT,p, dirigé contre la troisiéme boucle
extracellulaire. Des expériences d’immunobuvardage de type Western, réalisées sur des
extraits de membranes plasmiques de plusieurs tissus, démontrérent que ce récepteur est
exprimé dans la branchie, le cceur, le canal séminifére, le rein et I’ovotestis. Egalement,
la protéine a été retrouvée dans tous les ganglions du SNC de I’aplysie. Ces résultats

furent confirmés par RT-PCR.

L’application de 5-HT a généralement été associée a une augmentation du niveau
d’AMPc chez I’aplysie. Il y a quand méme quelques données dans la littérature qui
indiquent que la 5-HT est capable d’induire des réponses inhibitrices (Jennings et al.,
1981; Frost et al., 1988; Fisher & Carew, 1993; Ram et al., 1994; Xu et al., 1995;
Storozhuk & Castellucci, 1999a,b; Bristol et al., 2001). Dans tous ces cas, 1’activation
d’un récepteur a 5-HT couplé a G; dans le SNC pourrait étre impliquée. L’implication de

ce type de récepteurs, spécialement dans leur rdle au niveau de la modulation de la
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memoire et de I’apprentissage chez les mammiféres, a été documentée. Dépendamment
de leur localisation cellulaire, ils peuvent inhiber I’activation électrique d’un neurone
(diminuer le seuil d’excitabilité) ou diminuer la reliche de neurotransmetteurs
(communément appelés autorécepteurs) (Buhot et al., 1995; Buhot, 1997). Pour I’instant,
aucun lien n’a été établi entre ’activation du récepteur 5-HT,p1 et Dinhibition de
processus neuronaux chez I’aplysie. Par sa distribution et son niveau d’affinité pour la 5-
HT, le récepteur 5-HT,p; est un candidat intéressant dans les processus de modulation
des neurones sérotoninergiques, comme autorécepteurs, ou des interneurones puisque la
5-HT y tient un réle inhibiteur dans les voies polysynaptiques (Trudeau & Castellucci,

1992; 1993).

Aucun récepteur a 5-HT couplé positivement a 1’adénylate cyclase n’a encore été
cloné chez I’aplysie. Cohen et al. (2003) utilisérent récemment une approche
pharmacologique pour tenter de caractériser le ou les récepteurs a 5-HT (dénommés 5-
HTypac) capables d’activer 1’adénylate cyclase dans le SNC de I’aplysie. Ils ont
également examiné la modulation des propriétés électrophysiologiques des SNs induites
par la 5-HT et dépendantes de I’AMPc. Concrétement, ils ont identifié des ligands
capables d’induire une inhibition efficace de I’activation de ces récepteurs couplés a Gq.
La concentration utilisée de 5-HT pour induire une activation de 1’adénylate cyclase était
de 25 pM (réponse presque maximale; 1 pM induisait 50% de la réponse). L’ordre
décroissant des niveaux de puissance de ces divers antagonistes est répertorié dans le
Tableau 1.2. De tous les antagonistes testés, la méthiothépine fut le plus efficace. Cet

antagoniste inhibait spécifiquement deux aspects de 1’activité neuronale 5-HT
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dependante: (1) I’augmentation de I’excitabilité et (2) I’accroissement des potentiels.
Pour les auteurs, la méthiothépine devenait donc I’antagoniste de choix pour analyser le
role de la 5-HT dans diverses formes de neuromodulation chez 1’aplysie (Cohen et al.,

2003).

Tableau 1.2- Antagonistes testés pour I’inhibition de la stimulation de ’adénylate cyclase

dans le SNC de P’aplysie par la 5-HT.

Antagonistes Spécificité
_Méthiothépine antagoniste 5-HT

Meétergoline antagoniste 5-HT .5

Fluphénazine antagoniste récepteurs dopamine a D1/D2

Clozapine antagoniste 5-HT,

Cyproheptadine antagoniste 5-HT, »

Rispéridone antagoniste 5-HT,/antagoniste D2

Ritansérine antagoniste 5-HT,,/agoniste inverse

NAN-190 antagoniste 5-HT,

Antagonistes inactifs

GR-113808 antagoniste 5-HT,

SB-204070 antagoniste 5-HT,

Olanzapine antagoniste 5-HT, 4

Ro-04-6790 antagoniste 5-HT,,

RS-102221 antagoniste 5-HT ¢

Spiperone antagoniste 5-HT,,,,/antagoniste D2

Adaptée de Cohen et al. (2003)

Nos connaissances actuelles sur la modulation des circuits neuronaux des
réflexes et les cascades biochimiques activées par la 5-HT ne peuvent expliquer la
totalité des effets que I’on observe. L’identification supplémentaire de récepteurs a 5-HT

permettrait d’acquérir un spectre plus large d’outils moléculaires impliqués dans
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Iactivation et la modulation des voies sérotoninergiques dans la mémoire et
I’apprentissage chez I’aplysie. Dans le SNC de I’aplysie, il y a plusieurs autres
neurotransmetteurs qui peuvent étre reldchés et venir moduler les voies
sérotoninergiques dépendantes, créant un ordre de complexité des réponses pour
’instant inconnu. Par ces sites potentiels de relache dans le SNC et par les propriétés des
voies activées dans les systtmes mammiféres, la dopamine (DA) est un
neurotransmetteur qui pourrait avoir un réle neuromodulatoire pour I’instant peu exploré

chez ’aplysie.

1.6 Dopamine

La tyrosine est [’acide aminé précurseur de trois neurotransmetteurs
aminergiques possédant un noyau cathécol: la noradrénaline, ’adrénaline et la
dopamine. La tyrosine est initialement transformée en DOPA (L-
dihydroxyphénylalanine) par la tyrosine hydroxylase. Par la suite, la DOPA est convertie
en dopamine par la DOPA décarboxylase. La DA est un neurotransmetteur prédominant
dans les cerveaux mammiféres ou elle est essentielle dans le contrdle de plusieurs
fonctions physiologiques comme les activités motrices, les émotions, les facultés

cognitives et les réponses de renforcement (Missale et al., 1998).

Les neuroscientifiques se sont toujours intéressés 4 comprendre comment les

voies dopaminergiques exercent leurs fonctions puisque un déréglement de la
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transmission dopaminergique serait a I’origine de pathologies telles le Parkinson, la
schizophrénie et le syndrome de Tourette (Missale et al., 1998). Plus particuliérement,
les multiples travaux concernant les roles de la DA dans les mécanismes de
renforcement et de récompense dévoilérent I’importance de la DA dans la plasticité
neuronale (Wickens et al., 2003). Au début des années cinquante, James Olds et Peter
Milner ont réalisé une expérience sur le rat porteur d’une électrode implantée dans le
cerveau, de sorte que les structures nerveuses pouvaient étre stimulées localement a
n’importe quel moment. Brievement, le rat se déplagait dans la cage librement et
recevait une stimulation au cerveau chaque fois qu’il se retrouvait dans un endroit
particulier de la cage, soit ’endroit ot il pouvait appuyer sur un levier. Cette stimulation
entrainait une sensation positive et donc le rat revenait rapidement a cet endroit pour
recevoir cette stimulation en appuyant sur ce levier (Bear et al., 1999). C’est ainsi que
I’on découvrit les procédures de renforcement du cerveau. Par la suite, plusieurs
évidences pharmacologiques démontrérent que la DA est impliquée dans
Pautostimulation et les systémes de récompense et que ces mécanismes sont a la base de
la toxicomanie (Berke & Hyman, 2000). Il est intéressant de noter que les mécanismes
moléculaires impliqués dans la dépendance aux drogues sont également modulés dans
I’apprentissage associatif. Ces mécanismes impliquent !’activation de récepteurs

dopaminergiques (Berke & Hyman, 2000).
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1.6.1 Récepteurs a DA

On peut répertorier I’identification et la caractérisation de cinq sous-types de
récepteurs & DA (D1-D5). L’analyse de la structure primaire de ces récepteurs révele
que ces protéines sont des membres de la famille des RCPG. L’organisation génomique
des récepteurs 3 DA chez les mammiféres supporte le concept qu’ils aient dérivé du
géne ancestral en deux familles qui principalement se distinguent par leur profil
pharmacologie et la présence ou I’absence d’introns: les familles D1 et D2 (Missale et

al., 1998).

Les récepteurs de la grande famille D1, regroupant plus spécifiquement les
récepteurs D1 et D5, sont codés par des génes qui ne contiennent pas d’introns (Civelli
et al., 1993). Normalement, on constate une queue C-terminale environ sept fois plus
grande pour les récepteurs de la famille D1 que pour ceux de la famille D2. On retrouve
un motif hydrophobe dans la queue C-terminale, liant la protéine DRIP78, qui
permettant le transport des récepteurs D1 a la surface et donc 1’exportation de la protéine
du réticulum endoplasmique (Bermak et al., 2001). Vargas et von Zastrow (2004) ont
démontré la présence d’un motif important pour le recyclage des récepteurs D1 ala
membrane, essentiel pour prévenir le cheminement vers les lysosomes pour la
dégradation, dans la portion proximale de I’extrémité carboxy-terminale. On peut
également noter que ces récepteurs possédent une courte troisiéme boucle intracellulaire
(Civelli et al., 1993). Pharmacologiquement, on peut distinguer les récepteurs D1 et D5
(Tiberi & Caron, 1994; Jackson et al., 2000). Dans de multiples types cellulaires, les

récepteurs de type D1, suite & la liaison & la dopamine, activent ’adénylate cyclase
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(Missale et al., 1999). Egalement, les récepteurs D1 peuvent moduler le niveau de
calcium intracellulaire, notamment par I’activation de la PLC suite 4 un couplage & Gq
(Jin et al., 2001). Plus spécifiquement, le récepteur D5 posséde une activité constitutive
qui stimule Padénylate cyclase sans la liaison d’un agoniste (Tiberi & Caron, 1994).
Plusieurs études ont permis d’identifier des acides aminés importants pour maintenir
cette activité constitutive (Charpentier et al., 1996; Iwasiow et al., 1999; Demchyshyn et

al., 2000; Jackson et al., 2000)

Les récepteurs de la famille D2 (comprenant les récepteurs D2, D3 et D4) sont
normalement codés par des génes interrompus par des introns (Civelli et al., 1993). Ces
récepteurs possedent une longue troisiéme boucle intracellulaire ainsi qu’une courte
queue C-terminale (Missale et al., 1999). Les profils pharmacologiques varient entre les
récepteurs D2, D3 et D4 (Missale et al., 1999). Les récepteurs de la famille D2 sont
inhibent I’adénylate cyclase. Plusieurs données indiquent que suite a 1’activation des
récepteurs D2, une augmentation du courant sortant potassique est observée, provoquant
une hyperpolarization de la cellule. En fait, les récepteurs D2 formeraient des complexes
de signalisation avec certains canaux potassiques, les GIRK ou plus spécifiquement les

IRK («inward rectifier K" channels») (Gregerson et al., 2001; Lavine et al., 2002).

1.6.2 Mécanismes dopaminergiques et LTP

La modulation de la LTP (pour «long-term potentiation») par la DA a été étudiée

dans quelques régions cérébrales mammiféres comme I’hippocampe, le néocortex et le
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striatum. Toutes ces régions regoivent principalement des projections dopaminergiques
de I’aire tegmentale ventrale et de la substance noire (Bear et al., 1999). L’étude de la
LTP dans ’hippocampe, plus particuliérement dans les cellules pyramidales CA1l dont
les neurones des collatérales de Schaffer forment des synapses avec ces cellules, a
contribué grandement & P’élucidation des fonctions dopaminergiques (Figure 1.15A).
L’utilisation d’antagonistes spécifiques aux récepteurs D1 et D5 empécherait la
maintenance de la LTP a long terme (Huang & Kandel, 1995; Swanson-Park et al.,
1999). Des souris déficientes en récepteurs D1 montrent également une LTP qui décline
aprés seulement six heures (Matthies et al., 1997). Ces travaux ne sont que quelques
exemples d’études démontrant I’importance de récepteurs a DA de type D1 pour la
phase tardive de la LTP (Jay, 2003). Ainsi, I’activation de récepteurs D1, agissant lors
d’un signal de renforcement dans la mémoire, pourrait étre importante pour déterminer
si les changements synaptiques sont suffisants pour maintenir une réponse & long terme,

particuliérement durant la L-LTP («late phase LTP») (Berke & Hyman, 2000).

La modulation de la LTP par la DA implique I’activation de la cascade
AMPc/PKA (Figure 1.15B). La liaison de la DA au récepteur D1 active P’adénylate
cyclase et provoque donc I’augmentation de la concentration d’AMPc. La PKA est
ensuite activée et la libération des sous unités catalytiques actives de PKA permet la
phosphorylation de cibles localisées dans divers compartiments cellulaires. Par exemple,
PKA peut phosphoryler la protéine DARPP-32 («DA and cAMP-regulated
phosphoproteiny») et la convertir en inhibiteur de la phosphatase PP1 (Hemmings et al,,

1984). L’inhibition de PP1 provoque également I’activation de la CaMKII (kinase II
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Figure 1.15- Potentialisation a long terme dans I’hippocampe (LTP). (A) Circuits impliqués
dans la LTP de I’hippocampe de rat. La plupart des expériences utilisent les synapses des
collatérales de Schaffer sur les neurones pyramidaux du champ CA1l. Le sens des fleches indique
le sens des afférences majeures et leur action stimulatrice (signifiée par un +). Figure tirée de
Purves et al. (2001). (B) Modele de la LTP des cellules pyramidales. La phase initiale de la LTP
active des récepteurs NMDA glutamatergiques, induisant un influx de Ca®* dans le neurone
postsynaptique. Une induction répétée produit une L-LTP (longue LTP) dépendante de la
transcription et traduction de protéines. L’activation de PKA, MAPK, CREB, suite a un signal
de renforcement dopaminergique, est induite par la liaison de DA & un récepteur de type DI,
stimulant ’adénylate cyclase. L’activation est indiquée par (—) ainsi que I’inactivation par ().

Figure provenant de Kandel (2001).
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calcium-calmoduline-dépendante), une enzyme clé dans la LTP pour I’induction et le
maintien de I’efficacité de transmission synaptique durant la LTP (Blitzer et al., 1998;
Lisman et al., 2002). La PKA phosphoryle également CREB pour promouvoir la
transcription de genes essentiels pour la croissance cellulaire et le maintien de la L-LTP
(Jay, 2003). L’activation de PKA par les récepteurs D1 est également impliquée dans la
modulation des courants induits par les récepteurs NMDA (Cepeda et al., 1998). Ainsi
cette réponse synergique est modulée par des mécanismes PKA et Ca’" dépendants
(Wang & O’Donnel, 2001). La concentration de Ca* peut également étre augmentée par
un couplage a Gq du récepteur D1 (Lezcano & Bergson, 2002). L’activation de PKA
durant la LTP induit également une phosphorylation des récepteurs AMPA, ce qui
augmente leur expression a la surface du neurone (Lee et al., 2000a; Swayze et al.,

2004).

Dépendamment de la proportion de récepteurs D1 ou D2 exprimés a la surface,
on peut observer une inhibition de la LTP ou méme une induction de LTD («long-term
depression»). Les récepteurs D2 peuvent non seulement induire une inhibition de la
réponse D1 dépendante, mais favoriser la déphosphorylation de plusieurs protéines par
I’atténuation de ’action de PKA (Jay, 2003). Les récepteurs D2 peuvent également
inhiber la phosphorylation des sous-unités NR1, importantes pour le fonctionnement des
récepteurs NMDA. De plus, il est important de noter la présence d’une boucle négative
d’action de certaines protéines pour arréter la LTP. La PP1 est activée par la
calcineurine, une phosphatase calcium/calmoduline-dépendante. La calcineurine

déphosphoryle DARP-32 et bloque I’inhibition de la PP1 (Jay, 2003).
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La LTP implique des changements dans la concentration de protéines
synaptiques. Le marquage synaptique, telle qu'identifié chez I’aplysie, proviendrait de la
modification de protéines rendant la synapse préte a procéder a des changements a long
terme suite a des signaux provenant du noyau (Martin et al., 1997a). Chez les
mammiféres, les théories sur le renforcement de la mémoire suggérent que suite a une
action, il y a une fenétre de temps ol un marqueur peut modifier cette action apreés la
réception d’un signal de renforcement (Houk et al., 1995; Schultz, 1998). Un mécanisme
candidat qui pourrait étre impliqué dans I’établissement de marqueurs synaptiques serait
que la DA viendrait modifier I’expression de génes durant le signal de renforcement
(Berke & Hyman, 2000). Déterminer si la DA est également importante pour induire un
signal de renforcement chez les invertébrés permettrait d’établir des modéles
expérimentaux et moléculaires qui nous renseigneraient sur les liens existants avec le

marquage synaptique.

1.6.3 Dopamine chez les invertébrés

L’importance de la DA et des récepteurs a DA dans le systéme nerveux central
de divers invertébrés a depuis longtemps été reconnue (Weiss & Drummond, 1981;
Sonetti et al., 1987; Walker & Holden-Dye, 1989; Ali & Orchard, 1994; Hall, 1994).
Deux modéles d’invertébrés se distinguent particuliérement pour leur utilisation dans
I’élucidation des systémes dopaminergiques: Drosophila melanogaster (mouche a fruit)

et Caenorhabditis elegans.
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L’une des premiéres indications de 1’importance de la DA chez la drosophile a
ét¢é montrée chez les mutants Ddc. Ces mouches mutantes, caractérisées par des
performances amoindries dans les essais de mémoire associative, possédent une activité
réduite de la DOPA décarboxylase (Tempel et al., 1984). Elles présentent une
arborisation dendritique aberrante (Budnik et al., 1989). A I’aide de protocoles
d’hybridation a faible astringence, les premiers récepteurs 4 DA chez la drosophile
furent clonés: Dmdop! (Gotzes et al., 1994) et dDA1 (Sugamori et al., 1995). Ces deux
récepteurs sont identiques a 1’exception d’une extension de 126 acides aminés retrouvée
dans la portion N-terminale de Dmdopl. Par contre, on sait aujourd’hui que ces deux
récepteurs sont dérivés du méme géne, soit DmDOP1 ou également appelé DopR35EF
(indiquant sa position chromosomique), puisque l’extension observée proviendrait
uniquement d’une substitution de nucléotides et d’insertions dans le géne dDA1 d’une
drosophile provenant d’une lignée différente (Gotzes & Baumann, 1996). Ainsi, le
récepteur DmDOP1 démontre une grande similarité au niveau de la séquence des
domaines transmembranaires avec les récepteurs D1 (53,1%) et D5 (51,8%)
mammiferes. Il présente certaines irrégularités au niveau de ’affinité des ligands
spécifiques a cette famille de récepteurs mammiféres (Gotzes et al., 1994; Sugamori et
al., 1995). Dans la mouche adulte, le géne est exprimé uniformément dans le SNC,
chevauchant bien la distribution des fibres dopaminergiques déterminée par
immunohistochimie (Blenau & Baumann, 2001). Un orthologue de ce récepteur fut
également cloné chez Apis mellifera (abeille) (Blenau et al., 1998). Le récepteur

AmDOP1 est également couplé a G; et présente un profil pharmacologique différent de
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celui identifié pour les récepteurs de la famille des récepteurs D1 mammiferes (Blenau et
al., 1998). Comme les récepteurs D5 mammiféres, AmDOP1 posséde une activité
constitutive. L’agoniste inverse cis(Z)-flupentixol renverse cette activité agoniste

indépendante (Mustard et al., 2003).

Un second type de récepteur activateur de 1’adénylate cyclase fut également
identifié chez la drosophile. Encore une fois, le géne peut donner naissance a deux
protéines, DAMB et DopR99B, qui se distinguent uniquement par 27 acides aminés
variables dans la queue C-terminale (Feng et al., 1996; Han et al., 1996). Le récepteur
DopR99B est non seulement capable d’induire une augmentation de la concentration en
AMPc, mais peut produire un accroissement de la quantité de Ca™", probablement par un
couplage a G4 (Feng et al., 1996; Reale et al., 1997). Leurs profils pharmacologiques
différent I'un de I'autre et également par rapport & ceux des récepteurs D1/D5
mammiféres (Reale et al., 1997). L’ARNm de DAMB/DopR99B a été détecté dans le
systeme nerveux central et périphérique (Han et al., 1996; Feng et al., 1996). Il est
intéressant de noter que le récepteur DAMB montre un patron d’expression qui est trés
similaire a celle de I’adénylate cyclase Ca®*-calmoduline dépendante encodée par le
gene rutabaga (Han et al., 1992; Blenau & Baumann, 2001). Ce géne est essentiel a la
formation de la mémoire a court terme (STM) puisque dans des mouches déficientes en
rutabaga, la STM est retrouvée uniquement lorsqu’il y a expression transitoire de
I’adénylate cyclase encodée (McGuire et al., 2003). Cette adénylate cyclase intégrerait
les signaux cellulaires provenant de [’activation de RCPG et du complexe

Ca**/calmoduline (Davis, 1993). La colocalisation de DAMB et du produit du géne
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rutabaga dans les axones et la capacitét de DAMB a activer ’adénylate cyclase
suggerent que ce récepteur est un excellent candidat pour induire les signaux de
renforcement durant 1’apprentissage associatif (Han et al., 1996). Un orthologue pour
DAMB chez I’abeille a également été cloné: le récepteur AmDOP2 ou AmBARG6
(Kokay et al., 1999). Cet orthologue est positivement couplé a I’adénylate cyclase mais
peu de données pharmacologiques existent concernant le niveau d’affinité et de

puissance pour des ligands pharmacologiques.

Caenorhabditis elegans est un modele qui a permis 1’analyse génétique du
systeme dopaminergique. On retrouve huit neurones sensoriels dopaminergiques dans le
systeme nerveux central de C. elegans hermaphrodite (Sulston et al., 1975). Six autres
neurones dopaminergiques sont retrouvés dans des structures uniques chez les maéles
(Suo et al., 2004). L’application exogéne de DA inhibe la locomotion, la défécation,
’absorption de nourriture et la ponte des ceufs (Schafer & Kenyon, 1995; Weinshenker
et al., 1995; Suo et al., 2004). Certains antagonistes D2 inhibent ces effets. Quelques
mutants déficients en génes contrélant la synthése et la propagation du signal de la DA
(tyrosine hydroxylase, GTP cyclohydrolase, DOPA décarboxylase, transporteur
vésiculaire) ont été caractérisés (Suo et al., 2004). Un nématode sauvage ralentit ses
mouvements lors du contact avec une source de bactéries, ce qui permet de maximiser
I’absorption en permettant a 1’animal de rester prés de la source de nourritures. Ces
mutants montrent des problemes lors de la détection de la nourriture et par conséquent
ne ralentissent pas (Duerr et al., 1999; Sawin et al., 2000). Cette absence d’arrét est

renversée par 1’application de DA dans le milieu. Un autre comportement impliquant la
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dopamine est la fréquence des mouvements tournants. Un nématode va tourner en
présence de nourriture, ce qui permet a I’animal d’augmenter le temps passé prés des
sources de nourriture et diminuer la distance de recherche. En absence de nourritures, C.
elegans diminue significativement sa fréquence de mouvements tournants (Hills et al.,
2002). Une perturbation du systéme dopaminergique, soit par [’ablation de neurones
dopaminergiques, mutations ou par 1’ajout d’antagonistes dopaminergiques, €limine la
capacité de tourner en présence de nourriture (Suo et al.,, 2004). Finalement, un
transporteur 2 DA a été identifié et, comme chez les mammiféres, est capable d’induire

une dégénérescence des neurones dopaminergiques chez C. elegans (Nass et al., 2002).

Jusqu’a maintenant, trois récepteurs ont été identifiés et clonés chez C. elegans:
le récepteur DOP-1 (Suo et al., 2002; Sanyal et al., 2004), le récepteur DOP-2 (Suo et
al., 2003) et le récepteur DOP-3 (Chase et al., 2004). Le récepteur DOP-1 est un
récepteur de type D1 (Gotzes et al., 1994; Sugamori et al., 1995). Contrairement aux
membres de la famille D1 mammifére, le gene codant pour le récepteur DOP-1 contient
huit introns, produisant au moins trois isoformes issues d’épissage alternatif dans la
région de la troisiéme boucle intracellulaire et de la queue C-terminale. En plus de
stimuler 1’adénylate cyclase, DOP-1 peut également faciliter ’activation de canaux
potassiques de type Kir3.2 (Sanyal et al., 2004). Ce récepteur posséde une activité
constitutive qui est inhibée par 1’agoniste inverse flupentixol en systéme hétérologue
(Sanyal et al., 2004). Le récepteur DOP-2 est quant a lui un récepteur de type D2 (Suo et
al., 2003). Le géne codant pour DOP-2 peut produire deux variants dans la longueur de

leur troisieme boucle intracellulaire. Le récepteur DOP-3 est également un récepteur
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semblable aux récepteurs D2 mammiféres (Chase et al., 2004). On ne connait que les
profils pharmacologiques des récepteurs DOP-1 et DOP-2 qui se distinguent

passablement des récepteurs mammiferes (Suo et al., 2004).

La perturbation de I’expression des récepteurs 2 DA chez le nématode a permis
de mieux identifier leurs r6les. L’inhibition de I’expression de DOP-1, due a la présence
d’ARN interférents, provoque un ralentissement des mouvements en général et une
diminution dans la capacité du nématode a répondre a un stimulus tactile, réponse
normalement contrélée par des neurones sensoriels (Keating et al., 2003). Sanyal et al.
(2004) ont isolé une lignée mutante qui a une délétion de 2.4 kb dans le géne dop-1. Ce
mutant ne montre aucun défaut de locomotion, de ponte des ceufs et de réponse induite
par la nourriture. Etant donné que le récepteur DOP-1 est exprimé dans des neurones
sensoriels, les auteurs ont testé si le mutant répondait différemment aux stimuli tactiles.
Le mutant s’habitue plus rapidement a des stimuli. Cette habituation est renversée par
I’expression de DOP-1 dans les neurones sensoriels (Sanyal et al., 2004).) Chase et al.
(2004) ont plutét généré des mutants dont les génes dop-1, dop-2 et dop-3 étaient
perturbés par délétions de séquences et/ou perturbations du cadre de lecture. Ils ont
regardé et mesuré la capacité de ces divers mutants a ralentir en présence de bactéries.
Seulement le mutant dop-3 ne ralentissait pas par rapport au ver sauvage. Ce défaut
pouvait étre renversé par transformation avec un transgene contenant le gene dop-3
sauvage. Un double mutant déficient en dop-I et dop-3 montre des caractéristiques
semblables au nématode sauvage. L’activation du récepteur DOP-1 empéche donc le

contréle du ralentissement par DOP-3 (Chase et al., 2004). L’application de DA paralyse
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normalement le ver, sauf dans le cas des mutants dop-3. Le double mutant dop-/ et dop-
3 est également paralysé dans ces conditions. Par conséquent, le récepteur DOP-3 est
responsable de I’inhibition de la locomotion alors que le récepteur DOP-1 montre une

action activatrice.

La drosophile et le nématode nous ont donc permis d’identifier non
seulement des récepteurs & DA possédant des profils pharmacologiques particuliers,
mais également d’en comprendre leurs rdles potentiels dans le contrdle des voies
dopaminergiques. On posséde encore peu de données entourant I’importance de la
dopamine et plus précisément des récepteurs 2 DA dans la mémoire et ’apprentissage.
L’aplysie présente donc un modéle intéressant pour déterminer si la dopamine est bel et
bien un neurotransmetteur essentiel pour induire les signaux de renforcement durant

I’apprentissage associatif.

1.6.4 Dopamine chez Paplysie

Les premiéres évidences de réponses dopaminergiques chez I’aplysie furent
rapportées par Gerschenfeld et Tauc (1964) qui enregistrérent des réponses excitatrices
et hyperpolarisantes suite a 1’application de DA, résultats corroborés par Ascher (1972).
Carpenter et al. (1971) identifiérent le contenu en DA de divers tissus chez ’aplysie. On
retrouve de la DA dans tous les ganglions du systéme nerveux, particuliérement dans les
ganglions pédaux. Puisque ces ganglions sont principalement impliqués dans le contréle

de la locomotion en général (Kandel, 1979), ces observations sont donc les premiéres
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évidences de I’implication possible de la DA dans I’intégration des effets moteurs chez
Iaplysie. Fait intéressant, I’application de DA sur certains neurones provoque des
réponses biphasiques qui sont le résultat de réponses excitatrices suivies de réponses
inhibitrices (Ascher, 1972). Il y aurait au moins deux récepteurs a DA différents, un pour
induire la dépolarisation, un autre pour I’hyperpolarisation, tels que montré par la
capacité de divers antagonistes a inhiber I’une ou I’autre de ces réponses. Pour I’instant,
certaines cellules ont été bien caractérisées pour leur réponse a la DA. Des réponses
excitatrices dominantes sont observées dans certaines cellules antérieures des ganglions
pleuraux, dans les cellules LP1 et R2 ainsi que dans les neurones LB et LC du ganglion
abdominal (Ascher, 1972). On constate des réponses inhibitrices dopaminergiques dans
la majorité des cellules sensorielles classiques utilisées pour les cultures neuronales (VC,
LE, rLE, RE) et les cellules RB du ganglion abdominal (Ascher, 1972; Dubuc &
Castellucci, 1991). Les scientifiques se sont concentrés sur trois systémes particuliers
pour mieux comprendre la contribution des voies dopaminergiques chez ’aplysie: la
cellule rythmique R15, la branchie et les circuits neuronaux impliqués dans I’ingestion

de nourriture.

1.6.4.1 Cellule R15

La cellule R15 se trouve dans le ganglion abdominal, plus précisément du c6té
dorsal inférieur, dans le quadrant droit du ganglion, et atteignant des diamétres entre 300
a 500 pm (Winlow & Kandel, 1976) (Figure 1.8). Weinreich et al. (1972) observérent
des niveaux de DOPA décarboxylase significatifs dans R15. La caractéristique

particuliére de cette cellule est son activité rythmique, distinguée par des rafales de
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potentiels d’action. En résumé, on remarque un regroupement de potentiels d’action
suivit par une hyperpolarisation importante, créant un temps mort entre chaque rafale
(Adams & Benson, 1985). L’application de 5-HT, a des concentrations de 1’ordre du 107
M, provoque une hyperpolarisation persistante. La 5-HT bloque complétement la portion
de regroupements de potentiels d’action (ou rafale). Cette activité modulée par la 5-HT
est induite par I’AMPc, Dactivation de canaux K' (Adams & Benson, 1985) et une
augmentation d’une conductance en Cl” (Lotshaw & Levitan, 1987). Par contre, a des
concentrations de 10 M, la 5-HT dépolarise R15 (Tremblay et al., 1976). Ascher (1972)
montra que la DA hyperpolarise R15, et ce pour plusieurs minutes. Cette
hyperpolarisation DA dépendante désensibilise également aprés dix minutes
d’application (Tremblay et al., 1976). Lorsque 1’on mesure les paramétres d’action de la
DA sur la synapse RC1-R15, Peffet est sur la terminaison présynaptique et n’implique
pas D’action d’interneurones (par des expériences avec des concentrations élevées de
cations divalents) (Tremblay et al., 1976). L’utilisation d’agents pharmacologiques
suggere l’existence de récepteurs différents sensibles soit a la DA ou a la 5-HT
(Tremblay et al., 1976). L’action de la DA s’explique par la fermeture de canaux Na’
(Adams et al., 1980) et/ou par I’augmentation de la conductance en K* (Chesnoy-
Marchais, 1984). On constate également une diminution de I’influx de calcium
axodendritique dans R15 induite par la DA (Lewis et al., 1984). L’injection d’inhibiteurs
de PKA ne renverse pas la réponse dopaminergique dans le neurone R15 (Adams &
Levitan, 1982) (Levitan et Levitan (1988). La cellule R15 représente donc un modéle
intéressant pour étudier les mécanismes moléculaires responsables de I’inhibition des

potentiels d’action en rafales par la DA.
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1.6.4.2 Réflexe de retrait de la branchie

Le réflexe du retrait de la branchie et son habituation subséquente sont induits
par la stimulation tactile répétée du siphon (Lukowiak & Peretz, 1977). I a été démontré
que la stimulation du neurone moteur Lo de la branchie (Figure 1.8), neurone
dopaminergique, est suffisante pour renverser 1’habituation. La relache de DA, entre
autre par Lo, induit une augmentation dans I’amplitude du réflexe de retrait de la
branchie et prévient I’habituation (Ruben & Lukowiak, 1979). La DA peut également
augmenter I’efficacité de la transmission synaptique du neurone moteur L7 de la
branchie (Figure 1.8) a induire la contraction de ce tissu (Ruben & Lukowiak, 1979). De
faibles concentrations de DA (107 M) provoquent une contraction réguliere de la
branchie tandis que des concentrations supérieures entrainent une contraction tonique
(Swann et al., 1982a). En présence de magnésium, bloquant les transmissions
synaptiques chimiques, la DA induit quand méme la contraction de la branchie,
suggérant la présence de récepteurs a DA sur les muscles fibreux de ce tissu (Swann et
al., 1982a). Sur des cultures primaires de fibres musculaires de la branchie dissociées de
I’aplysie, la DA est également capable de provoquer une contraction de ces cellules
(Cawthorpe & Lukowiak, 1990). La DA active I’adénylate cyclase dans la branchie,
donc la facilitation du réflexe de retrait de la branchie par I’AMPc est consistant avec
d’autres mécanismes de facilitation (Weiss & Drummond, 1981; Swann et al., 1982a;

Ruben & Lukowiak, 1983).
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1.6.4.3 Comportement d’alimentation

Les scientifiques commencent a mieux cerner les subtilités du conditionnement
instrumental chez ’aplysie (Nargeot et al., 1997; 1999a,b,c; Brembs et al., 2002;
Brembs, 2003). Les neurones clés impliqués dans les mouvements lors du comportement
d’alimentation sont connus. On les retrouve dans le ganglion buccal et ils contrdlent les
mouvements d’ingestion et de rejet de la radula (un organe ressemblant a une langue)
dans la masse buccale (Figure 1.16A). On peut conditionner ce comportement
classiquement et instrumentalement (Nargeot et al., 1997; Lechner et al., 2000a,b;

Brembs et al., 2002).

Le nerf de I’cesophage En2 est essentiel durant 1’alimentation de 1’aplysie.
Lorsque 1’animal attrape et avale des algues, on peut enregistrer des bouffées de
potentiels dans ce nerf (Figure 1.16B) (Brembs et al., 2002). Le nerf de I’cesophage
serait important pour transmettre 1’information concernant la présence de nourriture aux
ganglions buccaux. Dans le but d’imiter le signal provoqué par la présence de nourriture
(signal de récompense) dans une expérience de conditionnement instrumental, le nerf
En2 fut stimulé in vivo a chaque fois que I’animal produisait un mouvement de morsure
en absence de nourriture. Les stimulations conservaient le patron ressemblant a celui des
activités enregistrées en présence de nourriture. Suite a ces stimulations, 1’animal était
capable de produire plus de morsures sans stimulation par rapport a un animal n’ayant
pas recu ces stimulations. Donc, ces stimulations correspondraient a des signaux
provenant de la présence de nourriture, donc a des signaux de renforcement (Brembs et

al., 2002). Ces signaux de renforcement du nerf de D’cesophage se traduisent
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Figure 1.16- Conditionnement instrumental chez I’aplysie. (A) Photographie de la téte et de la

bouche durant une bouchée de I’aplysie. (B) Photographie de la surface caudale du ganglion

buccal ol les neurones ont une coloration caractéristique orangée. Le nerf de I’aesophage En2 est

aussi visible. (C) Diagramme représentant le modéle du circuit de neurones buccaux impliqués

dans les mouvements de la bouche. Le neurone B51 est encadré en pointillé. Figure tirée de

Brembs (2003).
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par Dactivité neuronale induite dans les ganglions buccaux. Dans ces ganglions, le
neurone B51 est essentiel pour déterminer la nature des mouvements de la radula

(mouvements de rejet ou ingestion) (Figure 1.16C).

Plusieurs évidences montrent que le neurone B51 est actif durant ’envoi de
signaux de renforcement du nerf En2 et que la source de ces signaux serait la relache de
DA par le nerf de I’cesophage (Nargeot et al., 1999c¢). Par conséquent, B51 devient donc
une cellule candidate pour recevoir les influx convergents durant le comportement
instrumental et les signaux de récompenses dopaminergiques (Brembs, 2003). Suite a
une expeérience de conditionnement instrumental, on remarque que les propriétés
biophysiques de la membrane ont été modifiées, produisant un état plus excitable
(Brembs et al., 2002). En culture isolée de cellules B51, un systéme analogue du
conditionnement instrumental, si on applique de la DA juste aprés la dépolarisation
induite, comme lors d’un mouvement d’ingestion, on observe les mémes changements
biophysiques que ceux retrouvés durant le conditionnement instrumental (Brembs et al.,
2002). La modulation de la plasticité dans B51 provoque des modifications des
propriétés biophysiques des neurones du circuit pour les rendre plus activables et
contribue a4 augmenter les mouvements d’ingestion suite 4 un conditionnement
instrumental (Brembs, 2003). Ainsi, chez 1’aplysie, on observe une convergence sur le
neurone B51 entre le conditionnement instrumental et les signaux de renforcement (ou

de récompense) induits par la DA.
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Dans le conditionnement classique, En2 semble également important pour
induire un signal de renforcement. Reyes et al. (2004) démontrérent que la DA est
¢galement importante pour le renforcement du conditionnement classique (Nargeot et
al., 1999c¢), et entraine des changements in vivo et in vitro de ’activité de B51. Par
contre, la DA n’a pas les mémes effets sur les propriétés de B51 durant le
conditionnement classique et instrumental. Le conditionnement classique entraine une
relache de DA ce qui augmente le seuil d’excitabilité de B51 (Lorenzetti et al., 2004).
Cette augmentation provoque un état moins excitable du neurone B51. Ainsi, ’animal
ne sera pas en mesure de produire des mouvements d’ingestion aussi facilement. Il faut
un stimulus conditionnel pour renverser 1’état d’excitabilité de BS1. Le neurone B51
devient donc une cellule sur laquelle on peut comparer directement la différence entre

les mécanismes responsables du conditionnement classique et instrumental.

Il n’y a pas que le neurone B51 qui répond a la DA. Dans une préparation semi
intacte de la téte de I’aplysie, Kabotyanski et al. (2000) montrérent que 1’ajout de DA
dans le bain induisait des mouvements d’ingestion, suggérant que la DA module
Pactivité de plusieurs cellules nerveuses. Il y a au moins cinq cellules dans les ganglions
buccaux et soixante-dix autres dans les ganglions cérébraux qui sont dopaminergiques.
Au moins trois axones sont positifs pour la DA dans chaque connectifs entre les

ganglions cérébraux et buccaux (Goldstein & Schwartz, 1989).

Certaines autres données intéressantes concernant les roles potentiels de la DA

ont €té rapportées dans la littérature. Par exemple, I’infusion de DA induit une
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contraction de la glande opaline. L’action de la DA n’est pas affectée par le blocage
genéral des transmissions synaptiques au niveau de la glande, suggérant ’action directe
de la DA sur les cellules musculaires entourant la glande (Tritt & Byrne, 1982). De plus,
non seulement la DA induit une contraction accentuée de la glande, mais semble
egalement avoir un effet sur le niveau de reldche d’encre (Tritt & Byrne, 1982). Le role
de la DA au niveau de la modulation des effets moteurs chez I’aplysie a également été
confirmé par Flinn et al. (2001) qui utilisérent des antagonistes dopaminergiques pour
étudier les effets du blocage de récepteurs & DA sur des comportements moteurs. lls
observerent que I’action de I’antagoniste SCH 23390 (D1 spécifique) entrainait une
augmentation de I’ouverture du parapode, du retrait du siphon et du déplacement de
I’aplysie (mouvement de galop vers I’avant de 1’animal). Trés peu de données existent
sur les effets de la DA sur les neurones sensoriels impliqués dans le réflexe de retrait du
siphon ou de la queue. Billy et Walters (1989) observérent que la DA induit une
augmentation du seuil d’excitabilité des neurones sensoriels de la queue, les rendant
donc moins excitables. Cet effet est en accord avec I’inhibition présynaptique causée par
la DA dans les neurones sensoriels innervant le siphon (Abrams et al., 1984). On peut
significativement augmenter le réflexe de retrait du siphon en utilisant des antagonistes
dopaminergiques, potentiellement par facilitation des neurones sensoriels (Flinn et al.,
2001). Par conséquent, la DA a un effet plutét inhibiteur sur la facilitation, 1’habituation

ou sur le conditionnement classique chez I’aplysie.

A ce jour, aucun récepteur a DA n’a été identifié chez I’aplysie. Dans la

littérature, il existe certaines données concernant la distribution potentielle de récepteurs
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dopaminergiques. Drummond et al. (1980) utilisérent un essais de compétition de la
liaison de LSD[’H] sur divers tissus et ganglions, liaison inhibée par la DA. De maniére
générale, ils identifierent des sites de liaison DA spécifiques dans tous les tissus testés
(branchie, cceur, masse buccale, pied), mais c’est au niveau des ganglions du systéme
nerveux central de I’aplysie qu’ils ont retrouvé le plus de récepteurs 8 DA (Drummond

et al., 1980).

La seule étude faisant état de Iutilisation de plus d’un antagoniste
dopaminergique fut accomplie par Chandhoke et al. (2001). Les auteurs utilisérent des
ligands radioactifs D1 (SCH 23390), D2/D3 (quinpirole) et D4 (clozapine) spécifiques.
Des niveaux de liaison spécifique pour ces divers types de récepteurs, ou du moins pour
ces ligands, furent mesurés (Chandhoke et al., 2001). Cette étude nous laisse donc
présager I’existence potentielle de divers types de récepteurs a DA chez I’aplysie avec

des profils pharmacologiques distincts.

L’analyse de la diversité des voies de signalisation activées par la DA permet de
prédire le type de récepteurs a DA qui pourraient étre activés. Les travaux de Weiss et
Drummond (1981) permirent de démontrer la capacité de la DA a stimuler 1’adénylate
cyclase dans des extraits de branchie d’aplysie. Précisément, la DA augmente 3 a 5 fois
Iactivité de I’adénylate cyclase (ECso de 10 pM). L’utilisation d’antagonistes a permis
d’observer une similitude entre ces récepteurs 4 DA et les récepteurs a 5-HT capables
d’activer I’adénylate cyclase dans la branchie. Sasaki et Sato (1987) observérent que

I’hyperpolarisation induite par la DA dans certains neurones était non seulement
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associée a un accroissement de la perméabilité au K', mais que cette réponse était
sensible & un traitement 4 la toxine de pertussis. Cette toxine provoque 1I’ADP-
ribosylation de la sous unité Ga; ce qui stabilise son association aux sous-unités Gpy et
empéche son action inhibitrice sur la cyclase. Ainsi, on retrouve chez I’aplysie des

récepteurs a DA couplés a une protéine Ga;.

Le clonage et la caractérisation de récepteurs dopaminergiques permettra de
développer des outils pharmacologiques, biochimiques et moléculaires dans 1’objectif de
cibler spécifiquement ces récepteurs pour déterminer les fonctions de la DA dans la

memoire et I’apprentissage chez I’aplysie.

1.7 Projet de recherche de doctorat

Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années a déterminer les
meécanismes déclencheurs des modifications synaptiques a la base des phénomeénes de
mémoire et d’apprentissage. Nous utilisons une approche réductionniste, soit I’utilisation
de I’aplysie, pour comprendre ces mécanismes par ’observation de formes simples

d’apprentissage et de mémoire au niveau cellulaire et moléculaire.

La 5-HT est responsable de I’activation d’une cascade biochimique complexe qui
entraine des événements moléculaires & la base de la modification des réflexes de

défense de I’aplysie suite & un processus d’apprentissage. Toutes ces modifications sont
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déclenchées par la liaison de la 5-HT sur des récepteurs couplés aux protéines G. Des
efforts considérables ont été entrepris pour non seulement identifier ces récepteurs mais
également caractériser les mécanismes d’action de ces protéines. Malgré les données
actuelles sur les éléments impliqués dans cette cascade activée par la sérotonine et la
nature des récepteurs identifiés, il reste que méme si l'on réduit le systéme a sa plus
simple expression biologique, I'action de la 5-HT mobilise une réponse complexe qui ne
peut s'expliquer totalement par les éléments identifiés jusqu’a ce jour. Il devient
nécessaire de connaitre en détail les récepteurs impliqués. Nous avons élaboré un projet
de recherche nous permettant de cloner et caractériser de nouveaux récepteurs

sérotoninergiques dans le SNC de I’aplysie.

Par conséquent, a 1’aide d’amorces dégénérées contenant les séquences
correspondant aux acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et
sept, nous avons criblé par PCR une banque d’ADNc du SNC pour identifier des
fragments correspondant potentiellement & de nouveaux récepteurs sérotoninergiques.
De cette maniere, on obtient théoriquement un produit de PCR hétérogéne contenant
cette région correspondante de tous les récepteurs a 5-HT chez 1’aplysie exprimés dans
le SNC. Ainsi, nous avons cloné I’ADNc, a partir de 1’'un de ces fragments, d’un
récepteur de type 5-HT), couplé négativement a 1’adénylate cyclase et exprimé
exclusivement dans le SNC de I’aplysie (5-HT,y). Le récepteur 5-HT,p; est également
capable d’activer I’adénylate cyclase. Les résultats rapportant la caractérisation

moléculaire, pharmacologique et I'implication potentiel de ce récepteur dans la

régulation de la ponte des ceufs de I’aplysie furent publiés dans le Journal of
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Neurochemistry en 2002 et font I’objet du second chapitre de cet ouvrage (Barbas et al.,

2002).

Etant donné que nous venions d’identifier un second récepteur de type inhibiteur
de 1’adénylate cyclase exprimé dans le systéme nerveux central de I’aplysie, nous avons
entrepris des travaux nous permettant de déterminer la localisation spécifique de ces
deux récepteurs, soient les récepteurs 5-HTap et 5-HTgp2, dans les divers ganglions
(Angers et al., 1998; Barbas et al., 2002). Par hybridation in situ, nous avons établi une
cartographie détaillée de la localisation des ARNm codant pour ces récepteurs. Pour
déterminer si I’on retrouvait ces ARNm dans des neurones sensoriels, nous avons
comparé I’hybridation de ces sondes avec celle obtenue avec une sonde nous permettant
d’identifier les neurones sensoriels positifs & la sensorine. Nous venons donc d’identifier
la nature et la localisation des neurones exprimant I’un et/ou I’autre de ces récepteurs.
Ainsi, nous croyons que ces résultats, qui font P’objet du troisiéme chapitre de cet
ouvrage et qui furent publié dans la revue Journal of Comparative Neurology (Barbas et
al., 2005a), nous permettrons de non seulement prédire leurs fonctions mais également
d’aller modifier ’activité de ces récepteurs au niveau cellulaire pour pouvoir en

déterminer leurs roles.

A partir de nos criblages par PCR d’une banque d’ADNc du SNC avec les
mémes amorces dégénérées, préalablement utilisées dans le laboratoire pour identifier
des récepteurs a 5-HT, nous avons complété le clonage d’un autre récepteur qui s’est

avéré étre dopaminergique. Le récepteur Apdopt est capable d’activer I’adénylate cyclase
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suite 4 la liaison de la DA et de la 5-HT dans un systéme hétérologue. On remarque
également une activité constitutive du récepteur. Un anticorps dirigé contre la troisiéme
boucle extracellulaire nous a permis de confirmer une expression forte dans le SNC de
I’aplysie. Par microinjection dans des neurones sensoriels, nous avons observé que
I’expression de cette protéine change 1’état d’excitabilité des neurones sensoriels et que
le récepteur Apaopi €st également capable de stimuler P’activité des neurones chez
I’aplysie. Ces travaux, que l’on retrouve en détail dans le quatriéme chapitre et qui ont
été soumis a Journal of Neurochemistry (Barbas et al., 2005b), représentent la premiere
identification d’un récepteur dopaminergique chez I’aplysie. Nous pensons que le
récepteur Apqopt Serait impliqué dans la modulation du conditionnement instrumental au
niveau du neurone B51 et possiblement dans la modulation de ’habituation du réflexe
de retrait de la branchie. De plus, I’identification de cette protéine nous permetira de

pouvoir explorer le role de l]a DA comme signal de renforcement.
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Préambule

La 5-HT est responsable de I’activation d’une cascade biochimique qui entraine
des modifications moléculaires a la base de la modulation des réflexes de défense de
Paplysie suite a un processus d’apprentissage (Barbas et al., 2003). L’activation de
récepteurs sérotoninergiques joue donc un role d’initiateur dans les processus de
mémoire et d’apprentissage chez I’aplysie. Puisque I’on ne connait pas notamment le ou
les récepteurs sérotoninergiques activateurs de 1’adénylate cyclase exprimés a la surface
des neurones sensoriels, nous pensons que I’évaluation de la contribution de la 5-HT
dans la modulation de ces phénomeénes ne peut qu’étre incompléte. L’objectif de 1’un de
nos projets de recherche consiste & identifier les molécules essentielles dans I’activation
des voies sérotoninergiques, par conséquent cloner et caractériser de nouveaux
récepteurs sérotoninergiques dans le SNC de I’aplysie. Nous pourrons alors mieux
comprendre comment les voies de signalisation cellulaire activées par la sérotonine
interagissent pour provoquer des modifications synaptiques qui sont responsables des
formes élémentaires d'apprentissage. Ces travaux furent publiés en 2002 (Barbas et al.,

2002).
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2.1 Abstract

Serotonin has been shown to be a neuromodulator in the Aplysia californica
CNS. The diversity of serotonin actions is due to the existence of several different

receptor subtypes. In this study we report the cloning of a full length cDNA, coding for a
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novel serotonin receptor (5-HT,p). The receptor protein bears the characteristics of G
protein-coupled receptors. It shares 68% and 34% of its amino acid sequence identity
with the 5-HTym receptor from Lymnaea stagnalis and the mammalian 5-HT 5 receptor
respectively. When transfected in HEK 293 cells, 5-HT,,» was negatively coupled to
adenylate cyclase. Ligand binding analysis indicated that the order of potencies of
various drugs for the inhibition of [’H]LSD binding was: methiothepin > metergoline >
5-CT > PAPP> 5-HT > ketanserin > NAN-190 > 8-OH-DPAT > clozapine. RT-PCR
amplification of RNA isolated from different tissues indicated that this receptor is
expressed in the CNS and in bag cells. The expression of 5-HT, restricted to the CNS
suggests an important role for this receptor in the modulation of neuronal functions in
Aplysia. Moreover, the high expression of 5-HT,y in the bag cells, associated with its
pharmacological profile, suggests that this receptor may be implicated in modulating the

afterdischarge during the egg-laying behavior.

2.2 Introduction

Over the last 20 years, important progress has been made in understanding the
cellular and molecular mechanisms underlying behavioral plasticity and learning. In
these processes, the modulation of ionic conductance is mediated by the combinatorial
integrated action of several neurotransmitters, among which serotonin (5-HT; 5-

hydroxytryptamine) selectively regulates different neuronal systems through the
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activation of distinct receptor subtypes (Cassel & Jeltsch, 1995; Gerhardt &

Heerikhuizen, 1997; Buhot, 1997; Meneses, 1998; Pauwels, 2000).

In the mollusk Aplysia californica, 5-HT is associated with different behaviors
(Hen, 1993; Walters & Ambron, 1995; Pittenger & Kandel, 1998). In this invertebrate,
one of the most studied behaviors is a withdrawal reflex, where 5-HT induces short- and
long-term synaptic changes in sensory neurons (for review see Glanzman, 1995;
Pittenger & Kandel, 1998). Similarly, 5-HT modulates the function of peptidergic
neurons involved in the reproductive behavior in Aplysia (Jennings et al., 1981). As
observed in mammals, the stimulation of different 5-HT-receptor subtypes (Drummond
et al., 1980; Kadan & Hartig, 1988; Emptage & Carew, 1993; Sun et al., 1996) leads to
the production of distinct second messengers through the activation of multiple effectors
such as adenylate cyclase (Backsai et al., 1993) and phospholipase C (Ghirardi et al.,
1992; Li et al., 1995). Rise in second messengers then leads to the activation of protein
kinase C (Ghirardi et al., 1992; Byrmne & Kandel, 1996), protein kinase A (Ghirardi et al.,
1992; Backsai et al., 1993) and mitogen-activated protein kinase (MAP kinase) (Martin

et al., 1997b).

Despite the crucial role of the serotoninergic system in Aplysia behavior, little is
known about the characteristics of its molecular components. In Aplysia, 5-HT acts on at
least six different receptor subtypes to activate different postsynaptic responses
(Gerschenfeld & Paupardin-Trich, 1974b; Kadan & Hartig, 1988). So far, only three 5-

HT receptors have been characterized in this invertebrate. Li et al. (1995) cloned two
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closely related receptors, Ap5-HTg; and Ap5-HTp,, that stimulates phospholipase C in
response to 5-HT and are expressed in the CNS (Ap5-HTg;) and in the reproductive
system (Ap5-HTg;). However, they could not be readily grouped within any of the
mammalian subgroups based on amino acid sequence identity. The third receptor gene
encoded a 5-HT;-like receptor, negatively coupled to adenylate cyclase and is expressed
in various tissues (Angers et al., 1998). However, the contribution of these receptors to

the numerous physiological functions modulated by 5-HT in Aplysia is unknown.

In order to gain insight into the molecular characterization of other serotonergic
receptors in Aplysia, we isolated a new 5-HT receptor (5-HT,p) with significant
sequence and structural homologies with the 5-HT, receptor family. Transient
expression in HEK 293 cells confirms this analysis, demonstrating that this receptor is
negatively coupled to adenylate cyclase in response to 5-HT. Using RT-PCR, a
restricted expression was detected in the central nervous system, suggesting a potential

role for this protein in the modulation of synaptic connections and neuronal properties.

2.3 Materials and methods

Animals and compounds — Aplysia californica weighing 100-200 g were purchased from
the Aplysia Resource Facility (Miami, FL) or from Marine Specimen Unlimited (Pacific
Palisades, CA), maintained in an aerated seawater tank at 15°C and fed every day ad

libitum. [N-methyl-*H]lysergic acid diethylamide ([*’H]LSD) and [*H]adenine were
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purchased from NEN (Mississauga, Ontario, Canada). ATP, cyclic AMP (cAMP), 5-
carboxamidotryptamine maleate (5-CT), clozapine n-oxide, dopamine hydrochloride,
forskolin, (+)-8-hydroxy-dipropylaminotetralin  hydrobromide (8-OH-DPAT), 5-
hydroxytryptamine (5-HT), isobutylmethyxanthine (IBMX), ketanserin tartrate,
metergoline, methiothepin mesylate, NAN-190 hydrobromide, octopamine and p-
aminophenetyl-m-trifluoromethylphenyl piperazine (PAPP) were purchased from

Sigma-Aldrich (Oakville, Ontario, Canada).

PCR amplification and cloning of 5-HT,,; cDNA - Phage DNAs (200 ng) isolated from
an Aplysia random-primed AGT10 CNS cDNA library was PCR-amplified for 40 cycles
(94°C for 1.5 min, 40 °C for 2 min and 72 °C for 1 min) in the presence of two
degenerate primers (800 ng each) corresponding to the highly conserved receptor
sequences found in the sixth and seventh transmembrane (TM) domains: 5°-
(G,OIGCITT(T,OITITITG(C,T)TGG(C,T)TGG(C,T)TICCITT(C,T)TT-3°, and 5’-
TCIGGII(A,T)(G,A)AAIATIG(T,C)(G,A)TA(G,A)ATIA(T,C)IGG(A,C)TT-3°. PCR
products were fractionated on a 4% agarose gel and a 147 bp fragment (5-HTyp2a) was
subcloned into pCR 2.1 plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA) and sequenced according to
the Sequenase protocol (United States Biochemical Corp.). To clone the full-length
cDNA, we performed PCR-amplifications on the same phage DNAs using sense and
antisense 5-HT,p5-specific primer (5’-GACGAGCGGAACATTCCCATC-3’ and 5°-
GATGGGAATGTTCCGCTCGTC-3’) and two AGTIO0 specific primers (5°-
AGCAAGTTCAGCCTGGTTAGTC-3” and 5’-CTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA-

3’). The products of these PCR-amplifications (5-HT,p28 and 5-HT,p0c) were subcloned
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into PCR 2.1 or pZAPA/TA vectors, and sequenced (Figure 2.1A). pZAPA/TA plasmid
was  constructed by ligating two complementary oligonucleotides (5'-
AGCTTCCATGGATATCATGGCCAACAAAACCATGGG-3' and 5'-

AATTCCCATGGTTTTGTTGGCCATGATATCCATGGA-3") containing Xeml sites
between the EcoRI-Hindlll sites of pBluescript vector (Stratagene, CA). Digestion with
the restriction enzyme Xcml produces single thymidine (T) overhangs allowing cloning
of unmodified PCR products. To obtain the missing 5’ end of the transcript we
performed a final PCR-amplification using an antisense 5-HT,p2p-specific primer (5°-
CTGTTATGTCTGAATCATTGTTAGGG-3’) and the AGT10 specific primer described
above (5-HT,pp; Figure 2.1A). All PCR-amplifications were performed with the
proofreading polymerase Vent from New England Biolabs (Mississauga, Ontario,

Canada). Overlapping sequences were read from multiple clones generated from

independent PCR amplifications.

Transient expression and immunofluorescence - The coding region of 5-HT,,» was PCR-
amplified with the Vent DNA polymerase and the primer pair 5’-
CCATCGATGACGACTCCGGGACACTTAGCTC-3’ and 5’-
CCATGCATTTCAATCGTCACTGGTGCCC-3’ (underlined: Clal restriction site). The
product was subcloned in pZAPA/TA vector and sequenced. The product was digested
with Clal and BamHI and subcloned in frame with the c-myc epitope in
pcDNA3/RSV/MYC. The pCDNA3/RSV/MYC plasmid was previously obtained by
adding the c-myc epitope EQKLISEEDLN (Degols et al., 1991, Cravchik & Matus,

1993) to the pcDNA3/RSV vector (Jockers et al., 1996). Human embryonic kidney cells
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(HEK 293) and monkey kidney cells (COS-7) were transfected with the recombinant
plasmid by calcium phosphate-mediated transfection. Cells were collected 48 hours

post-transfection for functional assays.

For immunofluorescence, COS-7 cells transiently expressing 5-HT,p, were fixed
in 4% paraformaldehyde in PBS for 15 min at room temperature. The cells were then
blocked with 1% BSA in PBS. Cells were incubated with the anti-myc 9E10 monoclonal
antibody (Santa Cruz Bitoechnology Inc., CA), or with a rabbit anti-calnexin antibody
(Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) for 1 h at room temperature in PBS
containing 0.1% bovine serum albumin (BSA). For intracellular labeling, cells were
permeabilized with 0.3% Triton X-100 in PBS containing 0.1% BSA. Cells were washed
in permeabilization buffer and incubated with Texas red-conjugated species-specific
secondary antibodies (Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, Pa.) in
blocking buffer for 1 h. Mounting was done in ImmunoFluor mounting medium (ICN,
Costa Mesa, CA). Cells were visualized by immunofluorescence, using 63X plan

Apochromat objective of a Zeiss Axioskop fluorescence microscope.

Ligand binding analysis - Membranes were prepared from 5-HT,p, transfected HEK 293
cells as described by Hebert et al. (1996). Membranes were resuspended in 75 mM Tris
pH 7.4, 5 mM MgCl, and 2 mM EDTA buffer. For saturation experiments, 25 pg of
membrane proteins were incubated in duplicate with increasing concentrations of
[*H]LSD (71.5 Ci/mmol) for 60 minutes at room temperature in a total volume of 500

pl. Non-specific binding was defined in the presence of 10 pM of methiothepin.
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Competition binding assays were done in duplicate with 25 g of membrane proteins, in
the presence of increasing concentrations of competing agents (10'°M to 10*M) and 4
nM of [*H]LSD for 60 min at room temperature. All assays were terminated by rapid
filtration over Whatman GF/C glass fiber filters (Xymotech Biosystems, Mt. Royal, Qc.)
and rinsed three times with 50 mM Tris pH 7.4. The amount of bound [’HJLSD was

determined by scintillation spectrophotometry (Wallac 1409 liquid scintillation counter).

cAMP accumulation - The cAMP content was measured by the pre-labeling technique,
as described by Ansanay et al. (1992). Cells were incubated with 2 pCi/ml [*H]adenine
overnight. 5X10°cells per point were then washed and incubated with 2.5 mM IBMX, 1
uM forskolin and the indicated drugs in a final volume of 300 pl PBS for 20 min at
37°C. The reaction was stopped by aspiration of the medium and addition of 500 pl of
ice-cold 5% trichloroacetic acid. A 100 pl solution of carrier (SmM ATP and 5mM
cAMP) was added to the mixture. Cellular proteins were centrifuged at 5000Xg.
[*H]ATP and [*H]JcAMP were then separated by sequential chromatography on Dowex
and alumina columns (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada) (Salomon et al., 1974).

Total cAMP accumulation was measured by assessing the transformation:

[*H]cAMP/([*'H]ATP + [’H]cAMP) X 1000.

Tissue distribution studies - Total RNA extracted from the CNS, kidney, gill, ovotestis,
buccal mass, heart, ganglia of the nervous system and the bag cells were purified using
RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions, reverse

transcribed, and PCR amplified with the OneStep RT-PCR Kit (Qiagen) for 35 cycles
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(94°C for 1 min, 54°C for 1 min and 72°C for 1.5 min) with the primer pair 5’
TCTTATCTGCTGGCTACCC-3’ and 5’-TTCAGCGTGTTCTCCTTACGTC-3’
(nucleotides 1616-1864). The PCR products were fractionated on a 2% agarose gel. As

positive control, we used actin primers as described in DesGroseillers et al. (1994).

Afterdischarge measurements - All experiments were performed at room temperature
(22°C ) on isolated abdominal ganglia. Before dissection, the animals were anesthetized
with the injection of an isotonic MgCl, solution (385 mM) corresponding to
approximately a third of their volume. Dissection of the abdominal ganglia was
performed in a cold (4°C) extracellular medium made from equal volumes of 385 mM
MgCl, and artificial sea water (ASW; NaCl 460 mM, KCI 10 mM, CaCl, 11 mM,
MgCl, 55 mM and HEPES buffer 10 mM pH 7.6). Both pleuro-abdominal connectives
were cut close to the pleural ganglion. The ganglia were pinned to the bottom of a
Sylgard-coated chamber (3 ml volume) filled with 2 ml ASW. The right connective
(approximately 2 mm) was aspirated into a suction electrode for stimulation. All
preparations were rested under constant superfusion of ASW for one hour; this rest
period was followed by an additional rest of 30 min. The bag cell afterdischarge was
initiated by electrical stimulation of the right connective (15 s pulse train at 6Hz, 23 V,
2.5 ms duration) and recorded with an extracellular electrode placed over the right bag
cell cluster. The afterdischarge was monitored with a chart recorder at 5 mm/s (initial
part of the afterdischarge) and 1 mm/s (later part). 5-HT and 5-CT were added to the
bath 2 min 45 s after the end of connective stimulation (3 min after its beginning). The

drugs were added directly to a static bath (2 ml volume) to obtain a final desired
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concentration of 1 pM. We used separate preparations to evaluate the various treatments
because a second bag cell afterdischarge is generally difficult to obtain from a single

preparation within a single day (Kaczmarek et al., 1978).

2.4 Results

2.4.1 Cloning and structural characteristics of 5-HT,;

Using degenerate primers based on the peptidic sequences of the sixth and the
seventh transmembrane domains of serotonergic G protein-coupled receptors (GTP
binding protein; GPCR), and cDNAs derived from an Aplysia AGT10 CNS library, a
fragment of 147 bp was amplified, cloned and sequenced. In order to clone the complete
cDNA sequence, we used nested oligonucleotides derived from the cloned ¢cDNA
fragment (5-HTap2a) and primers derived from the AGT10 vector sequence. Three
overlapping clones (5-HTapap. 5-HTapac and 5-HTqpp) covering 1876 bp of the 5-HTyp
sequence were amplified and cloned (Figure 2.1A). The 1876 bp reconstituted cDNA
contains an open reading frame encoding a protein of 567 amino acids with a predicted

molecular mass of 63 kDa (Figure 2.1B).

Hydrophobicity analysis of the deduced protein reveals the presence of seven
transmembrane domains characteristic of GPCRs (data not shown). The 5-HT,; protein

displays several key features common to mammalian and invertebrate serotonin
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Figure 2.1- Molecular cloning of the 5-HT,,, receptor ¢cDNA. (A) Schematic representation of the cloned 5-HT,p2
cDNA. Four overlapping cDNA fragments (5-HTyp24 to 5-HT,p0p) were PCR-amplified from DNA isolated from a
CNS cDNA library, using degenerate and nested primers. The reconstituted full-length cDNA is schematized at the
bottom. The open reading frame is represented by boxes, the putative transmembrane domains by black boxes, and the
57 and 3 untranslated regions by lines. (B) Amino acid sequence of the 5-HT,, receptor. Amino acids are given in
single letter code. Amino acids that are conserved among 5-HT receptors are circled. Potential N-linked glycosylation

sites (A ) and consensus sites for phosphorylation by protein kinase A (PKA) ( o), protein kinase C (PKC) (@) and
casein kinase I1 (CKII) (®) are indicated. Transmembrane domains (TMI to TM VII) are indicated. The nucleotide
sequence for 5-HT,» has been deposited into the GenBank database and is available under accession number

AF372526.
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receptors. In particular, Asp'” residue in TM-II, the tripeptide DRY (Asp**-Arg?®-
Tyr*®) at the interface of TM-III and the second intracellular loop, and the NPXXY
539 p.540

-Pro 543

motif (Asn -Tyr’™) in TM-VII are conserved. These residues were shown to be
important for receptor activation in members of the subfamily 1A of GPCRs (Boess &
Martin, 1994; Oliveira et al., 1994; Boackert & Pin, 1999). Others amino acids that are
conserved in all known G protein-coupled 5-HT receptors were also found (Figure

2.1B).

5-HTap2 may potentially undergo several post-translational modifications (Figure
2.1B): (i) N-glycosylation in the extracellular amino part and in the second extracellular
loop; (ii) phosphorylation by protein kinase A, protein kinase C or casein kinase II. No
cysteine residues are present within the C-terminal loop, suggesting that this receptor is
not palmitoylated. Its large third cytoplasmic loop and its short carboxy tail are
reminiscent of members of vertebrate 5-HT,; receptor family (Boess & Martin, 1994)
(Figure 2.1B). Amino acid sequence comparisons between the 5-HT,, receptor and
other 5-HT receptors show significant sequence identity to the 5-HT;-like receptors
(Figure 2.2A), and a dendrogram analysis places 5-HT,, within the family of

mammalian 5-HT, receptors (Figure 2.2B).

A Southern blot analysis of genomic DNA reveals that the 5-HT,,, gene is
probably intronless and does not have a close homolog in the Aplysia genome. Indeed, a
single band was observed when the restriction enzymes used to digest the DNA do not

cut in the region covered by the probe, and two bands are present when the restriction
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Figure 2.2- Structural relationship of 5-HT,,, with other serotonin receptors. (A) Percentage of amino
acid sequence identity among different serotonin receptors. (B) Dendrogram analysis of different members
of the 5-HT receptor superfamily. Sequences that were used for phylogenetic analysis were retrieved from
the GenBank database. The sequences of serotonin receptors were compared and aligned using the
ClustalW (Thompson et al., 1994) which was executed from GDE (Genetic Data Environment; J.
Felsenstein, 1993, Phylip, Phylogeny Inference Package, version 3.5.1c and 3.6, University of
Washington, Seattle, WA). Only amino acid positions that could be aligned without ambiguity were used
for the analysis. The alignment was then used for phylogenetic comparisons using the PHYLIP package
(J. Felsenstein, 1993, Phylip, Phylogeny Inference Package, version 3.5.1c and 3.6, University of
Washington, Seattle, WA). Analysis was performed with a bootstrap procedure that computes the
probability of occurrence of the branches for 1000 possible trees. Branching order was determined using
the Fitch-Margoliash algorithm included in the PHYLIP package. Only branches occurring in >800 trees
are represented. APL, Aplysia; DRO, Drosophila; FUG, Fugu rubripes (pufferfish); LYM, Lymnaea;
HUM, human; MUS, mouse.
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sites are present in the probe sequence (Figure 2.3). Similar results were described for
the 5- HT)-like Aplysia receptor 5-HT,, (Angers et al., 1998), and this genomic
organization seems to be a common feature of several genes of the 5-HT,; subfamily

(Gerhardt & van Heerikhuizen, 1997).

2.4.2 Transient expression of 5-HT,,; in HEK 293 and COS-7 cells

The cDNA encoding the 5-HT,p; receptor was inserted in an expression vector in
fusion with a c-myc epitope at its NH; terminus. The resulting recombinant protein was
transiently expressed in HEK 293 cells. Expression of the receptor was monitored with
an anti-myc monoclonal antibody. In the immunoblot, a band with an apparent
molecular weight of 63 kDa was detected (Figure 2.4A). The size of this band
corresponds to the predicted molecular weight of the 5-HT,y, receptor monomer. Bands
of higher molecular weight were also detected. These bands may represent oligomers, as

oligomerization of serotonin receptors have recently been reported (Lee et al., 2000b).

To confirm that the 5-HTay receptor is expressed at the cell-surface, the myc-tagged
protein was transiently expressed in COS-7 cells. Immunofluorescence analysis of non-
permeabilized cells showed that the 5-HT,p2 receptor is expressed at the cell surface of
COS-7 cells (Figure 2.4B-1). In the same conditions, immunofluorescence signal was
not detected with the anti-calnexin antibody, a specific marker of the rough endoplasmic
reticulum (Figure 2.4B-3). Upon cell-permeabilization, calnexin was detected within the

expected cellular compartment (Figure 2.4B-4).
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Figure 2.3- Genomic organization of the 5-HT,,; gene. (A) Southern blot analysis of the 35-
HT,,; gene. Genomic DNA was isolated from ovotestis and digested with either Xbal (lane 1),
Sacl (lane 2), Hindlll (lane 3), EcoR1 (lane 4) or Bglll (1ane5). Digested DNA (10 pg/lane) was
run on a 0.8% agarose gel, transferred to a nitrocellulose membrane, and hybridized at high
stringency with the [*?P}-labeled fragment as previously ~described (Wickham and
DesGroseillers, 1991). DNA molecular weight markers are indicated in kilobase pairs (kpb) on
the left. (B) [*’P]-labeled 5-HT,,; fragment representation. [**P]-labeled 5-HT,, fragment
(nucleotides 72-1640) was used as a probe. Xbal, Hindlll and BgllI sites are not present in the
probe sequence whereas Sacl and EcoRI appear once. Positions of EcoRl and Sacl restriction

sites are indicated by (&).
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Calnexin

Figure 2.4- Transient expression of SHT,p; at the cell-surface. A- Western blot analysis of
SHT.p: in transiently transfected HEK 293 cells. Total protein extract (50 pg) prepared from
membranes of transiently transfected HEK 293 cells with cDNA myc-tagged coding for 5-HT,»
receptor (lane 2), was separated on a 8% SDS-polyacrylamide gel under non-reducing
conditions, blotted, and detected with an anti-myc antibody. Cells transfected with
pCDNAJ3/RSV vector clone (lane 1) were used as control. Molecular weight marker positions
are indicated in kilodaltons. B- Membrane localization of 5-HT.,, in transiently transfected
COS-7 cells. COS-7 cells were transfected with a cDNA coding for a myc-tagged 5-HT,p
protein. These cells were labelled with anti-myc (1, 2) or anti-calnexin (3, 4) antibodies, before

(1, 3) or after (2, 4) permeabilization with Triton X-100.
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2.4.3 Pharmacological characterization

To determine whether the 5-HT,,, ¢cDNA encoded a functional receptor, we
isolated membranes from HEK 293 cells in which we transiently expressed the 5-HTp2
receptor. Membranes bound [PH]LSD in a saturable and dose-dependent manner with an
estimated K4 of 4.37 nM (Fig.2.5A). No binding was observed on membranes from cells

transfected with the pPCDNA3/RSV vector (data not shown).

We next tested the ability of various serotoninergic agonists and antagonists to
displace [PH]JLSD from HEK 293 cells in which we transiently expressed the 5-HTap
receptor. The rank order of affinity of these drugs is listed in Table 2.1, and illustrated in
Figure 2.5B. As expected, 5-HT displayed a higher affinity for the receptor than
dopamine and octopamine. Except for 5-HT, clozapine and ketanserin, the
pharmacological profile of 5-HTyp, is similar to the one reported for the 5-HT)yr receptor

(Table 2.1) (Sugamori et al., 1993).

2.4.4 5-HT,;; signaling

In order to test whether the 5-HT,y, receptor is a new member of the 5-HT),
receptor family, we measured the variations in the ["H]JcAMP level following 5-HT
application. In transiently transfected cells, we did not detect an increase in the level of
cAMP in response to serotonin (data not shown). This was expected since the molecular

structure and pharmacological profile of the 5-HT,p; receptor suggested that it is coupled
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Figure 2.5- Binding studies of radiolabelled LSD to 5HT,;; in membranes of transfected
HEK 293 cells. (A) Saturation of specific [’H]LSD binding to 5-HT,y. Membranes harvested
from transiently expressing 5-HT,; cells were incubated with increasing concentrations of
[PHILSD for 60 minutes at room temperature. Non-specific binding was defined in the presence
of 10 uM of unlabelled methiothepin. Results are representative of one of three independent
experiments. (B) Competition binding assays for 5-HT,,. Membranes from transiently
expressing 5-HT,y, cells were incubated with 4 nM of [’H]LSD in the presence of increasing
concentrations of unlabelled competitors. Results at each concentration are presented as a
percentage of the specific binding in the absence of the competitor. Data are representative of
three independent experiments with each point measured in duplicate and were analyzed by a

computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM 3.0).
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Table 2.1- Comparison of the affinities of various compounds that compete with the

binding of [3H]LSD to the membranes of cells transfected with the S-HT,;, SHT,;,; and 5-
HT,,, ¢eDNA.

Drug Ki (nM)
5-HT,p 5-HT,p" 5-HTyym”
Methiothepin 03 2.62 0.1
Metergoline 36 90.66 55
5-CT 162 1.04 282
PAPP 182 9.50 410
5-HT 241 13.23 1562
Ketanserin 561 288.18 2554
NAN-190 1030 >1000 732
8-OH-DPAT 2089 73.96 1100
Clozapine 2124 56.63 12
Dopamine >10000 >1000 9130

Estimated affinities are given as K, values in nanomolar concentrations and were determined by a computer-assisted
nonlinear curve analysis (GraphPad PRISM 3.0 computer program). K, values for 5-HT,, receptor are expressed as

the mean of three different determinations. *Retrieved from Angers et al. (1998); Pretrieved from Sugamori et al.

(1993).

to Gi, and therefore inhibits adenylate cyclase. To confirm this hypothesis, we first
stimulated adenylate cyclase with forskolin and then measured the level of cAMP
following 5-HT application. In these conditions, forskolin-induced cAMP accumulation
was efficiently inhibited by 5-HT (Figure 2.6). The same result was obtained with the
agonist 5-CT. This effect was dose dependent and saturable, the potencies for 5-HT and
5-CT being consistent with their respective rank of affinities for inhibition of ["H]JLSD

binding (Table 2.1). In addition, 5-HT produced no inhibition of cAMP accumulation
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Figure 2.6- Stimulation of 5-HT,,; by 5-HT and 5-CT decreases the level of intracellular
cAMP. cAMP levels are expressed as a percentage of the value obtained with 1 uM forskolin
(100%) in the absence of 5-HT or agonists. Pertussis toxin was added 14 h before the experiment
in the presence of increasing concentration of 5-HT. The values are the mean of an experiment
done in triplicate and are representative of three such experiments. Data were analyzed by a

computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM 3.0).
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in the presence of 1 nM of the antagonist methiothepin (data not shown). Pertussis toxin,
a known Gi-protein inhibitor, at a concentration of 50 ng/ml, completely blocked the
effect of 5-HT, indicating that 5-HT,p2 receptor interacts with a pertussis toxin sensitive
G protein. Interestingly, treatment with pertussis toxin not only inhibits Gi-dependent
decrease of cAMP level but also seems to unveil a functional coupling between 5-HTap2
and Gs-protein that produces an increase in the cAMP level (Figure 2.6). Examples of
such dual coupling to Gs and Gi pathways have been reported (Eason & Liggett, 1995;
Xiao et al., 1995). As a control, increasing concentration of 5-HT had no effect on
cAMP levels in untransfected HEK cells treated with forskolin (data not shown). These
experiments demonstrate that activation of 5-HT,y, receptor inhibits adenylate cyclase
and cAMP accumulation through its functional coupling to a mammalian Gi protein in
HEK 293 cells. In addition, under certain physiological circumstances, 5-HT4 might

also be coupled to Gs and increase cAMP level.

2.4.5 Tissue distribution of 5-HT,,, transcripts in Aplysia

To determine the presence of the 5-HT,p; mRNA in various tissues of Aplysia,
we used a RT-PCR-based screening strategy on total RNA isolated from the Aplysia
CNS, kidney, ovotestis, gill, buccal mass and heart. Using 5-HTapz-specific primers, a
248 nt fragment was PCR-amplified only in the CNS (Figure 2.7A). In this tissue, the 5-
HT,p2 mRNA could be detected in the abdominal ganglion (without the bag cells), in the
bag cells and also weakly in the cerebral and pleural-pedal ganglia (Figure 2.7B).

Expression was confirmed by Southern blotting and hybridization with a 5-HT,p,-
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Figure 2.7- Tissue distribution of 5-HT.;; mRNA in Aplysia. A -~ Upper pannel: RT-PCR
amplification of 5-HT,;, from total RNA isolated from the CNS (lanes 1,7), kidney (lanes 2,8),
gill (lanes 3,9), ovotestis (lanes 4,10), buccal mass (lanes 5,11) and heart (lanes 6,12). The PCR
products were visualized by ethidium bromide staining after seperation on a 2% agarose gel.
Lower panel: PCR amplification of a control gene (actin). Lanes 7 tol2: controls without reverse
transcription. B — Upper pannel: RT-PCR amplification of 5-HTy, from total RNA isolated from
the abdominal ganglion (lanes 1,7), cerebral ganglion (lanes 2,8), pooled pleural and pedal
ganglia (lanes 3,9), buccal ganglion (lanes 4,10), bag cells (lanes 5,11) and buccal mass (lanes
6,12). The PCR products were visualized by ethidium bromide staining after seperation on a 2%
agarose gel. Lower panel: amplification of a control gene (actin). Lanes 7 tol12: controls without

reverse transcription.
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specific oligonucleotide (data not shown).

2.4.6 5-HT application inhibits afterdischarge in the bag cells

Since 5-HTap2 is expressed in bag cells, we tested its possible involvement in the
regulation of the afterdischarge by focusing on the effect of two drugs selected for their
high affinity for 5-HT,: the agonist 5-CT and the antagonist methiothepin. The
afterdischarges were initiated by the electrical stimulation of the right connective. After
application of 1 uM of 5-HT, we observed a rapid decrease in the number of spikes per
minute (Figure 2.8A), reflecting afterdischarge inhibition. The same effect can be
obtained by application of the agonist 5-CT (I uM). By contrast, pre-treatment of the
ganglia with 1 UM of the antagonist methiothepin inhibited the effect of 5-HT on the bag
cell afterdischarge (Figure 2.8A). The total duration of the afterdischarge in the control
group ranged from 9.5 to 50 min with a median of 13.3 min (mean 21.23 + 9.64, n=5)
(Figure 2.8B). The afterdischarge was significantly shorter in the groups treated with 5-
HT and 5-CT. The median duration was 5.5min (range 3.85 to 5.9, mean=5.18 + 0.456,
n=4) and 5.72min (range 4.33 to 9.18, mean=6.81 + 0.94, n=5), respectively. When the
ganglia were pretreated with the antagonist methiothepin (1 uM), the application of 5-
HT had little effect. The median duration was 11.05min (mean 11.67 + 2.267, n=4).
Because of the demonstrated affinity of the drugs for 5-HT,y, and since 5-HTap is
present in the bag cells, these results can be interpreted as an indication that the cloned

receptor may mediate the inhibition of afterdischarge by 5-HT in the bag cells.
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Figure 2.8- Inhibition of the bag cells afterdischarge by application of serotonin. (A) Time
course of the afterdischarge. The arrow indicates the time at which the agonist was applied in all
the experimental groups. Ganglia from “5-HT + methiothepin group” were pretreated with
methiothepin (1 pM) 30 min before the connective stimulation. Spike frequencies are presented
as the mean = SEM. (B) Summary of the afterdischarge duration. The median values and the
individual data points are illustrated. One outlayer data point (50 min) for the control group is
not shown on the graph; however, this value is included in the median value and in the statistical
analysis. A non-parametric Mann-Whitney (two-tailed) test was used to evaluate the differences
between the groups. The U and probability values were the following; control group versus 5-CT
group, U=0, P=0.008; control versus 5-HT, U=0, P=0.016; 5-HT versus 5-HT in the presence of
methiothepin U=0, P=0.028.
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2.5 Discussion

Results reported in this paper describe the characterization of 5-HT,y, an Aplysia
californica 5-HT)-like receptor predominantly expressed in the CNS. The full length
nucleotide sequence encodes a protein of 567 amino acids, which shows the principal
features of a G protein-coupled serotonin receptor, including seven hydrophobic
transmembrane domains, putative N-linked glycosylation sites on its N-terminal side,
and several phosphorylation consensus sequences. Especially, residues important for
receptor activation in members of the subfamily 1A of GPCRs and others amino acids

that are conserved in all known G protein-coupled 5-HT receptors were also found.

2.5.1 Structural and functional characteristics of 5-HT,,;,

Sequence analysis reveals that 5-HT,p, has a close amino acid identity (68%)
with the Lymnaea stagnalis serotonin receptor 5-HTym (Sugamori et al., 1993),
suggesting that they may be homologous. It is interesting to note that the highest
sequence identity between 5-HTgp and 5-HT\ym was found within the transmembrane
sequences (94%). The actual working model of G-protein-coupled receptors that are
members of the subfamily 1A of GPCRs activated by small ligands like monoamines,
suggests that the ligand-binding site is formed within the membrane (Bikker et al., 1998;
Boackert & Pin, 1999). Our results, demonstrating that these two receptors display
similar pharmacological profiles when expressed in heterologous systems, are in good

agreement with this model. The functional coupling of 5-HTym to a second messenger
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system has not yet been determined and since this receptor presents a pharmacological
profile and a general structure highly related to the 5-HT,p2 receptor, 5-HTjym may also

be negatively coupled to adenylate cyclase.

5-HTap; also presents a high sequence identity with the Aplysia receptor 5-HT,p,
(37%) (Angers et al., 1998), the 5-HT|anum (34%) and the 5-HTgoa receptors (29%),
suggesting that the 5-HTay receptor is associated with the mammalian 5-HT; family.
This is in part confirmed by a dendrogram analysis which groups 5-HT,,; with the
members of the 5-HT) family, and by the pharmacological experiments that showed that
5-HT,p2 is negatively coupled to adenylate cyclase. However, its pharmacological profile
displays important differences with those of the mammalian members of this subfamily.
Methiothepin, a nonselective 5-HT antagonist, showed the strongest affinity. Its affinity
for 5-HTay2 was higher than those reported for its binding to any other cloned
mammalian 5-HT receptors. Compounds like 5-HT and 5-carboxamidotryptamine (5-
CT), which normally bind to mammalian 5-HT, receptors with high affinity (1-10 nM),
showed a lower affinity for the 5-HTg,, receptor. 8-OH-DPAT, a 5-HT, A-specific
agonist, PAPP, a 5-HT) agonist and 5-HT\p antagonist, and NAN-190, a very specific
5-HT, 4 antagonist, showed very poor affinity for 5-HT,p,. Ketanserin and clozapine, two
5-HT; receptor antagonists, bound 5-HT,p with poor affinity. Metergoline, a 5-HT;, 5-
HT, and 5-HT; antagonist, showed the same affinity for the Aplysia 5-HTap2 receptor
than for the mammalian 5-HT; 4 and 5-HT)p receptors. It is not surprising to find that the
pharmacological profiles of 5-HT receptors from mollusks and mammals are difficult to

compare, considering the large phylogenetic distances existing between these two



2.5 Discussion 110

classes (Sugamori et al., 1993; Angers et al., 1998; Tierney 2001). These results suggest
that the function of 5-HTay, receptor is probably closely related to those of an ancestor
gene, which existed before the divergence of the 5-HT receptor subtypes in vertebrates,

and that it kept characteristics of more than one receptor subtype.

The pharmacological profile of 5-HT4y; is distinct from the one reported for 5-
HTgp1, another Aplysia 5-HT-like receptor (Table 2.1). It will now be possible to
discriminate between these receptors in 5-HT-induced physiological responses using

appropriate agonists and/or antagonists.

2.5.2 Possible physiological roles of 5-HT,;

The neuroendocrine bag cells clusters are involved in the regulation of the egg-
laying behavior in Aplysia by generating a long-lasting afterdischarge, causing the
release of the peptide egg-laying hormone (ELH) into the hemolymph (Stuart &
Strumwasser, 1980; Arch & Berry, 1989; DesGroseillers, 1990). This process was
reported to be dependent on the stimulation of adenylate cyclase (Kaczmarek et al.,
1978; Kauer & Kaczmarek, 1985). Afterdischarge activity could be inhibited in a dose-
dependent manner by extracellular application of low concentrations of serotonin (0.1-1
uM concentration range) (Jennings et al., 1981) and by the alpha bag cell peptide (o-
BCP) (Kauer et al, 1987; Redman & Berry, 1990). Interestingly, inhibition of
afterdischarge by a-BCP correlated with a reduction in cAMP levels in bag cell neurons

(Kauer et al., 1987) and accordingly this effect was blocked by pretreatment of the
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neurons with pertussis toxin, suggesting mediation by an inhibitory guanylate
nucleotide-binding protein (Gi-protein) (Redman & Berry, 1990). It is likely that 5-HT
inhibited afterdischarge by the same mechanism, therefore 5-HT,p, receptor seems to be
a good candidate for mediating this effect. Its high expression in the bag cells, its ability
to inhibit adenylate cyclase through Gi-protein and the fact that the physiological doses
of 5-HT and of the agonist 5-CT sufficient to inhibit afterdischarge were very close to
the K; values of these compounds for the receptor, suggest that it may be involved in this
function. Afterdischarge inhibition can not be achieved through activation of 5-HTp),
another Aplysia 5-HT;-like receptor, since it is not expressed in the bag cells (Angers &
DesGroseillers, unpublished data). However, we do not exclude the possibility that other
receptors are expressed in bag cells and/or involved in modulation of afterdischarge.
Previous studies have shown that 5-HT increases the level of cAMP in resting bag cells
(Bernier et al., 1982; Bruehl & Berry, 1985). These experiments were done with high
concentrations of 5-HT (100 pM) and not during afterdischarge. It will be necessary to
determine the level of cAMP during 5-HT-induced inhibition of the afterdischarge to

determine whether this inhibition is blocked by pretreatment with pertussis toxin.

Another reported function of serotonin is the 5-HT-induced potentiation of the
acetylcholine-elicited contractions of the Aplysia buccal mass. Indeed, Ram et al. (1994)
reported that an Aplysia 5-HT,a-like receptor was present in this tissue and that this
receptor presented pharmacological similarities to the gastropod 5-HTyym receptor. This
effect was shown to be efficiently competed by the antagonist NAN-190 in the

nanomolar range and mimicked by the agonist 8-OH-DPAT in the micromolar range.
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Despite the fact that the pharmacological behavior of 5-HT,p, is similar to the one
described for 5-HT\ym, we failed to detect the presence of 5-HTgap2 by RT-PCR in the
buccal mass. This result suggests that 5-HT,p, is probably not involved in this process,

and that at least another 5-HT)-like receptor exists in this mollusk.

Is 5-HT,p involved in the signal transduction role that serotonin plays in the
modulation of the withdrawal reflex? Storozhuk and Castellucci (1999b) have observed
that SHT depresses the sensory neuron connections in the RF cluster, a group of
mechanoreceptor neurons for the withdrawal reflex. Receptors negatively coupled to
adenylate cyclase such as 5-HT,,, seems to be good candidates for this function. It will
be particularly interesting to determine whether 5-HT,y, is expressed in these neurons.
Similarly, pathways in which activation of MAP kinases are implicated in the
establishment of long-term facilitation are worth investigation (Martin et al., 1997b).
Koch et al. (1994) demonstrated that stimulation of different Gi-coupled receptors in
different cell types leads to the activation of MAP kinase. In mammals, links between 5-
HT receptors that inhibit adenylate cyclase and learning and memory processes have
been established. Dependent on their localization in neurons, these receptors can act by
inhibiting their firing rate and/or by decreasing their neurotransmitter release. For
example stimulation of 5-HT,s receptors has been reported to generate detrimental
effects on working memory in mice, whereas inactivation of these receptors antagonizes

these effects (Buhot, 1997). Another example was reported by Buhot et al. (1995) who



2.6 Acknowledgements 113

the 5-HTap, receptor in the Aplysia CNS, both at the cellular and sub-cellular levels,
should provide us with some clues about its implication in the modulation of synaptic

transmission that occurs during behavioral modifications.
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Préambule

Suite au clonage et & la caractérisation du récepteur 5-HTap, nous voulions
déterminer la localisation spécifique de ce récepteur dans le SNC de I’aplysie.
Normalement, selon la littérature, la 5-HT agirait principalement en activant ’adénylate
cyclase. Ainsi, il était difficile d’envisager des fonctions physiologiques pour des
récepteurs sérotoninergiques couplés & G; comme les récepteurs S5-HTgpiap2. Par
hybridation in sifu, nous voulions établir une cartographie détaillée de la localisation des
ARNm codant pour les récepteurs 5-HTap; et 5-HTqp. Pour déterminer si I’on retrouvait
ces récepteurs dans les diverses grappes de neurones sensoriels, nous avons comparé
’hybridation obtenue pour les sondes d’ARN des récepteurs 5-HTqp et 5-HT g avec
celle obtenue pour la sensorine, un peptide uniquement exprimé dans les neurones
sensoriels. Cette cartographie nous permettra d’identifier les circuits neuronaux modulés
par ces récepteurs et ainsi déterminer les fonctions physiologiques des ces protéines. Ces

travaux furent publiés dans Journal of Comparative Neurology (Barbas et al., 2005a).
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3.1 Abstract

Aplysia californica is a powerful model for understanding the cellular and
molecular mechanisms underlying modulation of neuronal plasticity and learning. In the
central nervous system of Aplysia, serotonin is associated with various behaviors. For
example, it induces short-, intermediate- and long-term synaptic changes in sensory

neurons during learning and inhibits the afterdischarge of the bag cells that initiate egg
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laying behavior. Little is known about the nature and contribution of serotonin receptors
involved in the numerous serotonin-mediated physiological responses in Aplysia.
Recently, two Gi-coupled serotonin receptors (5-HTgp; and 5-HT,y) were cloned. We
now report that using in situ hybridization to express the profile of these receptors, we
are able to gain critical insight into their roles in the behavior of Aplysia. We compared
their distribution to that of sensorin-A, a peptide specifically found in sensory neurons.
We wished to determine their involvement in some simple forms of behavioral
modifications. 5-HTgp; and 5-HT,; mRNAs are expressed in all ganglia of the Aplysia
central nervous system. Stronger signal was observed with the 5-HT,, antisense probe
than with the 5-HT,; antisense probe. Notably, mRNA coding for the receptors was
found in several identified neurons, in the bag cells, in characterized serotonergic
neurons and in neurons of the mechanosensory clusters that expressed sensorin. We also
observed heterogeneity of receptor expression between R2, LP11 and among neurons of
a single cluster of sensory neurons. These results suggest that 5-HTay; and 5-HTap

receptors may regulate the response to serotonin and/or its release in several neurons.

3.2 Introduction

Across species, the neurotransmitter serotonin (5-HT; 5-hydroxytryptamine)
modulates many behaviors that vary among species (Cassel and Jeltsch, 1995; Buhot,
1997; Gerhardt and Heerikhuizen, 1997; Meneses, 1998; Pauwels, 2000). The mollusk

Aplysia californica has been developed as a powerful model system for understanding
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the cellular and molecular mechanisms underlying behavioral plasticity and learning. In
particular, studies on the modification of the defensive reflexes lead to the
characterization of the molecular determinants involved in short-, intermediate- and
long-term synaptic changes in sensory neurons (for review see Glanzman 1995;
Pittenger and Kandel 1998; Barbas et al., 2003). We know that through increase in the
cAMP concentration in sensory neurons, 5-HT regulates synaptic plasticity (for reviews
see Kandel, 2001; Barbas et al., 2003). One major challenge is to fully understand the
biological processes at the molecular level that are responsible for these actions and their

possible role in learning and memory.

Recently, two Gi-coupled 5-HT receptors were cloned in Aplysia. The 5-HT,p
receptor is negatively coupled to adenylate cyclase and expressed in various tissues
including the central nervous system (CNS) (Angers et al., 1998). The second G-
coupled receptor (5-HT,2) is exclusively expressed in the CNS (Barbas et al., 2002).
The contribution of these receptors to the numerous physiological functions modulated
by 5-HT in Aplysia, and especially in synaptic plasticity remains unknown. We know
that 5-HT activates adenylate cyclase activity during plasticity (Bernier et al., 1982;
Yovell et al., 1987). However, in the mouse hippocampus, downregulation of adenylate
cyclase activity via inhibitory Gi-coupled receptors is also critical for memory
formation. This suggests that a balance of inhibitory and stimulatory regulators of

adenylate cyclase is required for optimal cAMP signaling (Pineda et al., 2004).
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To examine the specific role of 5-HT,p,; and 5-HT,p, receptors in the modulation
of behaviors in Aplysia, in situ hybridization (ISH) was performed on the ganglia of the
CNS. We wished to localize their expression in specific cells with a special focus on
expression in the bag cells and in sensory neurons. While bag cells are easily identifiable
by their position in the abdominal ganglion, ISH with a sensorin antisense probe was
required to identify mechanosensory neurons. The sensorin gene codes for sensorin-A, a
nanopeptide specifically expressed in clusters of sensory cells (Brunet et al., 1991;
Walters et al., 2004). Mapping the expression of the 5-HT,,; and 5-HT,,, genes provides
critical information concerning the distribution and heterogeneity of receptor
populations in specific presynaptic and postsynaptic neurons within the circuits that
produce behaviors in Aplysia. In this study, we show that 5-HT,p and 5-HT,p; mRNA
are localized in all Aplysia ganglia and in several clusters of neurons expressing sensorin
mRNA. This suggests that they play multiple roles in the CNS and that they may be

involved in the fine regulation of synaptic plasticity.

3.3 Materials and methods

Animals and compounds - Aplysia californica weighing 100-200 g were purchased from
the Aplysia Resource Facility (Miami, FL) or from Marinus Scientific (Garden Grove,
CA. USA), maintained in an aerated seawater tank at 15°C and fed every second day ad
libitum. Specimens were anesthetized by injection of isotonic MgCl, solution (385 mM)

corresponding to approximately one-third of the animal volume. Ganglia were dissected
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in equal volumes of isotonic MgCl, and in a saline solution (NaCl 460 mM; KCI 10
mM; CaCl; 11 mM; MgCl, 55 mM; and Tris 10 mM; pH 7.6). Dissected ganglia were
immersed in a solution of 30% sucrose in saline buffer for 15 min; frozen in 2-
methylbutane 98%; embedded in Tissue-Tek O.C.T. compound (1:5 with distilled water,
Miles Inc, Elkhart, IN, USA); and cut into 15-pm sections. Sections were mounted on
super frost slides (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada) and stored at —80°C until

used.

Cloning of ¢cDNA vectors - A 995 bp fragment (nt 316 to 1311, GenBank accession
number AF041039) of 5-HT,,1 receptor (Angers et al., 1998) was PCR-amplified from
the full-length ¢cDNA using the sense 5-CAGAGGATGGGAAGAAACG-3’ and
antisense 5’-CATTCTCCTGGACATCTAGC-3’ primers. A 793 bp fragment (nt 104 to
897, GenBank accession number AF372526) of 5-HTap, receptor (Barbas et al., 2002)
was  PCR-amplified from the full-length c¢DNA using sense 5’-
CTGTTATGTCTGAATCATTGTTAGGG-3’ and antisense 5’-
ACCGACGTACCTATCCTGAAC-3’ primers. Resulting fragments were cloned in
pGEM-T Easy Vector (Promega, Madison, WI, USA), digested with EcoRI, subcloned

in pcDNA3 vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and sequenced.

The Aplysia sensorin-A (Brunet et al., 1991) probe was PCR-amplified from DNA (200
ng) isolated from an Aplysia random-primed AGT10 CNS c¢DNA library, using the sense
(5’-GAATAGAGAACTGAGAGC-3) and antisense (5°-

GGAAAAAAGCTTTATGTAATTTTTGTCAG-3’) sensorin-specific primers. The 581
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bp product (nt 2 to 583, GenBank accession number X56770) was subcloned in pTOPO
2.1 vectors (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), sequenced, digested with EcoRI,
subcloned in pcDNA3 vector and sequenced. PCR-amplifications were performed with

the proofreading Pfu Turbo polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

Synthesis of cRNA probes - The pcDNA3-5HT,, vector was linearized with HindIII and
used as template to synthesize the single-stranded antisense RNA probe with Sp6 RNA
polymerase. As control, the sense RNA probe was synthesized with T7 RNA
polymerase after linearization of the plasmid with Xbal. The 5-HT,y, antisense probe
was synthesized with T7 RNA polymerase after linearization of the pcDNA3-5HT,;
vector with Xbal. The sense probe was produced with Sp6 RNA polymerase after
linearization of the plasmid with HindIII. The antisense and sense sensorin probes were
synthesized with Sp6 RNA polymerase or T7 RNA polymerase after linearization of the
pcDNA3-sensorin vector with BamHI or EcoRV respectively. Probes were labeled with

[>>S]JUTP and [**S]CTP (1250 Ci/mmol; Amersham, Arlington Heights, IL, USA).

In situ hybridization - ISH was performed as described (Ruchon et al., 1998) with few
modifications. Frozen sections were fixed in 4% formaldehyde for 60 min and washed in
PBS. Sections were treated for 10 min with acetic anhydride and glacial acetic acid in
0.1 M TEA solution (pH 8), washed in 2 X SSC solution (1 X SSC = 0.15 M NaCl,
0.015 M Na citrate; pH 7.2), dehydrated with alcohol and incubated overnight at 55°C in
hybridization solution (75% formamide, 3 X SSC, 50 mM sodium phosphate buffer (pH

7.4), 1 X Denhardt’s solution, 0.5 mg/ml yeast tRNA and 10% dextran sulfate). The
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probes (2 x 10° cpm) in 70 pl of hybridization buffer (+ 200 mM DTT) were applied to
each slide and slides were incubated at 55°C for 24 hrs. After hybridization, sections
were washed in 2 X SSC for 20 min, 1 X SSC for 10 min and 0.5 X SSC for 10 min,
treated with RNAse A (200 pM) for 30 min at 37°C to remove unbound cRNAs and
washed again at 55°C in 0.5 X and 0.1 X SSC for 30 min, and at room temperature in
0.5 X SSC for 10 min. Sections were dehydrated in a series of alcohol baths, dried and
exposed with X-ray film for 3 days to confirm hybridization positive signals. Slices were
immersed in NTB-2 emulsion (Kodak, Rochester, NY, USA) at 4°C and stored at —80°C
for 7 to 15 days. Slices were developed in D19 solution (Kodak, Rochester, NY, USA),
fixed in sodium thiosulfate 45% and stained with hematoxylin (Sigma-Aldrich, Oakville,
ON, Canada) and eosin solution (Fisher Scientific, Nepean, ON, Canada). Hybridization
was examined under dark- and brightfield illumination using a Nikon Eclipse E800
microscope (Nikon, Melville, NY, USA) equipped with a CoolSnap fx 12 bits CCDs
camera (Roper Scientific, San Jose, Ca, USA). Images were stored, manipulated and
analyzed with MetaMorph 5.0 (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA,
USA). The final figures were edited with Adobe Illustrator 9.0 (Adobe Systems, San
Jose, CA, USA) and some pictures were adjusted for brightness and contrast with Adobe

Photoshop 7.0 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA).
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3.4 Results

To map the expression of the 5-HT,,; and 5-HT,,, genes in the Aplysia CNS,
serial sections of the paired buccal and ring ganglia (cerebral, pleural and pedal) and of
the single unpaired abdominal ganglion were prepared and treated for ISH. Expression
of the receptors was compared to that of sensorin, a marker of sensory cells, to
determine whether the receptors are expressed in mechanosensory cells. Hybridization
signals of sensorin were observed in all sensory clusters, and even in neuronal fibers as
reported before (Figure 3.1) (Brunet et al., 1991; Walters et al., 2004). 5-HT,p and 5-
HT,p, antisense cRNA probes were generated from the N-terminal regions of each
cDNA that are not conserved among 5-HT receptors (Hen, 1993). mRNA coding for 5-
HTyp1 and 5-HTap, receptors were observed in all ganglia. Stronger hybridization signal
repeatedly found with the antisense 5-HTap probe than with the 5-HT,, probe
confirmed that the former receptor is well expressed in the CNS (Barbas et al., 2002).
ISH labeling with each probe was repeated 5 times using different animals. Expression
was similar among animals. The controls, sense RNA probes were always negative (data

not shown).

3.4.1 Buccal ganglia

Strong staining of 5-HTa, mRNA was observed in several neurons of the

ganglion. In particular, expression was observed in some but not all symmetrical motor
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Figure 3.1- Cellular localization of sensorin mRNA in Aplysia ganglia. Brightfield
(A1-E1) and the corresponding darkfield (A2-E2) illumination images of the buccal
(A1,A2), cerebral (B1,B2), pleural (C1,C2), pleuro-pedal (D1,D2) and abdominal
(E1,E2) ganglia are shown. The sensory clusters and the LPI1 (left pleural giant cell)
neuron are indicated. D1, Pleural and pedal ganglia and the pleuro-pedal connective (Pl-
Pd c) are indicated. D2, White arrow, sensorin mRNA labeled fibers. Scale bars = 300

pum.



Py

3.4 Results 124

neurons (Figure 3.2A,D). Symmetrical cells have common synaptic input, similar firing
patterns and the same response to acetylcholine (Gardner, 1971; Kandel, 1976; Gardner
and Kandel, 1977; Church and Lloyd, 1991). Staining of other smaller unidentified cells,
especially in the S cluster, was also observed. Cells in the S cluster also expressed
sensorin mRNA (Figure 3.2B.C). Only some of the neurons in the S cluster were
positive for the receptor mRNA. The diversity in the sensory neuron population
suggested that individual cells may respond differently to 5-HT. This observation was

also observed in other sensory clusters and with both receptors (see below).

Similarly, 5-HTap; mRNA was found in several but not all symmetrical motor
neurons (Figure 3.3A,D). From the position of the cells, it is likely that at least some of
these neurons expressed both 5-HTa and 5-HT,;; mRNA (Figure 3.2D, 3.3D).
Expression was also found in unidentified small cells (Figure 3.3D). Several neurons in
the S cluster, particularly in the upper part near the commissure, expressed 5-HT,p
mRNA (Figure 3.3B,C), although the number of positive neurons slightly varied among

animals.

3.4.2 Cerebral ganglion

Very few cells in the cerebral ganglia expressed 5-HT,,) mRNA (Figure 3.4A).
Positive cells were located in the J and K clusters on the ventral side of each
hemiganglion. These clusters contain mechanosensory cells that express sensorin

(Figure 3.4B) suggesting that 5-HT,,) mRNA is expressed in some sensory cells. About
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Figure 3.2- Cellular localization of 5-HT., mRNA in the buccal ganglion. Brightfield (Al-
C1) and darkfield (A2-C2) illumination images of regions positive for 5-HT,;; mRNA. A1-A2)
Localization of 5-HT,; mRNA.. B-C) Localization of 5-HT. (B2) and sensorin (C2) mRNA in
the S cluster. The region where 5-HT,; and sensorin mRNA are expressed is circled by a dotted
line. Scale bars = 300 pm. Al, position of large motor neurons are indicated. D) Schematic
representation of the caudal surface of the buccal ganglion. Expression of 5-HT.y, is indicated by
black circles (@) and that of sensorin by shaded circles (®). Cells are indicated by letters BL or
BR, corresponding to location in left or right buccal ganglion followed by one- or two-digit
number. Symmetric cells have the same number. S cluster (Apl+) indicates that some of the

cells in the cluster express the 5-HT,,; mRNA. Schematic diagram inspired by Kandel (1976).
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Figure 3.3- Cellular localization of 5-HT,;; mRNA in the buccal ganglion. Brightfield (A1-
C1) and darkfield (A2-C2) illumination images of regions positive for 5-HT.;; mRNA. A2)
Localization of 5-HT,,; mRNA. B-C) Localization of 5-HT,> (B2) and sensorin (C2) mRNA in
the S cluster. A1, BR3 neuron is identified for reference and positioning. The region where 5-
HT,,2 and sensorin mRNA are expressed is circled by a dotted line. Scale bars = 300 pm. D)
Schematic representation of the caudal surface of the buccal ganglion. Expressions of 5-HTup
(©) and of sensorin (@) mRNA are shown. Cells are indicated by letters BL (left buccal or BR
(right buccal) corresponding to location in buccal ganglion followed by one- or two-digit
number. Symmetric cells have the same number. S clusters (Ap2 +) indicates that some of the

cells in the cluster express the 5-HT,,» mRNA. Schematic diagram inspired by Kandel (1976).
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Figure 3.4- Localization of 5-HT,;, 5-HT,p; and sensorin mRNA in the cerebral ganglion.
Brightfield (A1-E1) and darkfield (A2-E2) illumination images of the cerebral ganglion.
Expressions of 5-HT,,1 (A2), 5-HT.p2 (C2,D2) and sensorin (B2,E2) mRNA are shown. Al, Bl,
D1, El1, positions of the J and K clusters are indicated. C1, position of the G clusters is
represented. C2, hybridization in the MCC (giant metacerebral cell) is shown. The regions where
5-HT,p or 5-HTyp2 and sensorin mRNA are expressed are circled by a dotted line. Scale bars =
300 pm.
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10 sensory cells were positive among about 125 sensory cells in each hemiganglion

(Walters et al., 2004).

The 5-HTap; receptor was found in 12 large neurons of the G clusters located in
the anterior part of the ganglion (Figure 3.4C). We also observed some positive staining
in smaller neurons surrounding the G clusters. 5-HTzp> mRNA was observed in very
small cells (not more than 4 cells in each experiment) in the E clusters, located near the
cerebral-buccal connectives (data not shown). Interestingly, 5-HTap, mRNA was also
found in the giant metacerebral cells (MCC) (Figure 3.4C). MCCs are a bilateral pair of
large serotonergic neurons that have extensive central and peripheral synaptic outputs
(Kupfermann et al., 1979; Fox and Lloyd, 1998). Expression was also found in 10 to 20
sensory neurons of the sensorin-positive J and K clusters and in at least 3 large cells on
each side of the lower part of the septum that surrounds the sensory cluster (Figure

3.4D,E).

3.4.3 Pleuro-pedal ganglia

mRNA coding for the 5-HTa, receptor was widely expressed in the pedal
ganglion. Expression of 5-HT,;; mRNA was visible in several large neurons including
neurons of quadrants II, Illa, b and Ilic (Figure 3.5A,D). Precise identification of
these cells was difficult because of the lack of detailed maps of the ganglion and the
variability in the morphology of the cells from animal to animal. Nevertheless, very

large neurons were positive near the pedal nerves, specifically one neuron in the IIla and
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Figure 3.5- Cellular localization of 5-HT,,; mRNA in the pleuro-pedal ganglia. Brightfield
(A1-C1) and darkfield (A2-C2) illumination images of regions positive for 5-HT.,; mRNA. A2)
Localization of 5-HT,, mRNA. B-C) Localization of 5-HT,,; (B2) and sensorin (C2) mRNA in
the VC clusters. A1, quadrant IIIb is identified for reference and positioning. The region where
5-HT,p1 and sensorin mRNA are expressed is circled by a dotted line. Scale bars = 300 pm. D)
Schematic representation of the pleuro-pedal ganglia. Expressions of 5-HT,;,; (@ and of sensorin
@©) mRNA are shown. VC cluster (Apl +) indicates that some of the cells in the cluster express
the 5-HT,,, mRNA. Various quadrants and neuron LPlI are identified for reference and
positioning. Schematic diagram adapted from Walters et al. (1983).
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two neurons in the IIIb regions of the left pedal ganglion where serotonin neurons were
described (Longley and Longley, 1986; Hawkins, 1989). Staining of neurons in this
region suggests that the 5-HT,p| receptor may be expressed in serotonergic neurons. No
correlation can be observed in the size and position of 5-HT,,-expressing neuron in the
left versus right pedal ganglia. In the pleural ganglia, 5-HT,,; mRNA was found in few
neurons of the sensorin-positive VC clusters (Figure 3.5B,C,D). A positive neuron

observed just beside LP11 did not express sensorin (Figure 3.5D).

The 5-HTp, receptor is expressed in both the pedal and pleural ganglia. In the
pedal ganglion, 5-HT,y, was found in several neurons of all quadrants (Figure 3.6A,D).
Significantly more neurons were shown to express the 5-HTap, receptor than the 5-HTyp
receptor. In the pleural ganglion, 5-HT,; mRNA was localized in 5 to 8 cells
surrounding the VC clusters. These cells were larger than sensory neurons (Figure 3.6B).
The identifiable giant LP11 cell in the left pleural ganglion was positive for 5-HTap2
mRNA (Figure 3.6B,D). The lack of staining observed in the sensorin-positive VC
clusters (Figure 3.6B,C,D) indicated that sensory neurons in this cluster did not express

the 5-HT4p2 receptor.

3.4.4 Abdominal ganglion

5-HTzp mRNA was found in the abdominal ganglion in a few large neurons
including one RUQ neuron (Figure 3.7A,B,C). 5-HT,, mRNA widely expressed in

unidentified small cells was noticeable in 3 cells near the R9 and R15 neuron. Cells near
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Figure 3.6- Cellular localization of 5-HT,,, mRNA in the pleuro-pedal ganglia. Brightfield (A1-C1)
and darkfield (A2-C2) illumination images of regions positive for 5-HT,;» mRNA. A2) Localization of 5-
HT,,» mRNA. B-C) Localization of 5-HT,,, (B2) and sensorin (C2) mRNA in the VC clusters. Al,
quadrant IIIb is identified for reference and positioning. B1, C1) The LPI1 neuron which expresses 5-
HT,,; mRNA is indicated. Circles with dotted lines show that neurons express sensorin mRNA but not 5-
HT,;; mRNA. Scale bars = 300 pum. D) Schematic representation of the pleuro-pedal ganglia. Expression
of 5-HT,,, mRNA (Q) is shown. Quadrants and neuron LPI1 are identified for reference and positioning.
VC clusters (O ; Ap2 -) indicates that cells in the cluster do not express 5-HT,;; mRNA. Schematic
diagram adapted from Walters et al. (1983).
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Figure 3.7- Cellular localization of 5-HT,;; mRNA in the abdominal ganglion.
Brightfield (A1-D1) and darkfield (A2-D2) illumination images of regions positive for
5-HT.p (A2, B2,C2) or sensorin (D2) mRNA. C-D, The regions where 5-HTap and
sensorin mRNA are both expressed are circled by a dotted line. Large neurons and the

rLE cluster are identified for reference and positioning. Scale bars = 300 pm.
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the R15 neuron are presumably part of the RB group of cells (Figure 3.10). The rLE, RE
and RF clusters of sensory neurons were positive for 5-HT,,; mRNA but not the LE
cluster (Figure 3.7C,D). A greater proportion of sensory neurons in the abdominal
ganglion expressed the 5-HTq, receptor as compared to expression in other sensory

clusters of the head ganglia.

The 5-HT,»; mRNA displayed a different pattern of hybridization and no
potential colocalization when 5-HTa, mRNA was visible (Figure 3.10). 5-HT,,, mRNA
was found in unidentified small cells near R14, and near the septum surrounding R15
(Figure 3.8A,C). Cells near the R15 neuron are part of the RB group of cells. Three large
neurons, all found near the right and left connectives (presumably L1 and RUQ cells)
were positive for 5-HT,;; mRNA. No hybridization for the 5-HT,;; mRNA was
observed in R2 (Figure 3.8A-C). Its absence in R2 was unexpected since the 5-HTap2
mRNA was found in neuron LPI1 in the pleural ganglion (Figure 3.8A-C). These cells
are related by their appearance, molecular components and their electrophysiological
properties (Hughes and Tauc, 1963; Giller and Schwartz, 1971; Kandel, 1976). As
observed for 5-HT,p), 5-HT,p: was found in rLE, RE and RF sensory clusters but not in

LE (Figure 3.8D-F; 10).

Interestingly, 5-HTa;; mRNA was also found in the neuroendocrine bag cells
(Figure 3.9A), consistent with its potential role as a modulator of afterdischarge during

egg-laying behavior (Barbas et al., 2002). Although the hybridization signal was faint,
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Figure 3.8- Cellular localization of 5-HT,;; mRNA in the abdominal ganglion. Brightfield (A1-F1) and
darkfield (A2-F2) illumination images of regions positive for 5-HT,,, (A2, B2,C2,E2) or sensorin (D2,F2)
mRNA. C-F, The regions where 5-HT,;» and sensorin mRNA are both expressed are circled by a dotted
line. E2-F2, LE cluster, positive for sensorin and negative for 5-HT.,; mRNA, is circled by a dotted line.
Large neurons and sensory clusters are identified for reference and positioning. Scale bars = 300 um.
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Figure 3.9- Cellular localization of 5-HT.p; mRNA in the bag cells of the abdominal
ganglion. Brightfield (A1,B1) and darkfield (A2,B2) illumination images of bag cells

(Bc) using antisense 5-HT,p (B1) or 5-HT,p; (B2) probes. Scale bar = 300 um.
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Figure 3.10- Schematic representation of the dorsal (A) and ventral (B) surfaces of
the abdominal ganglion with expression patterns of 5-HT,, (@) and 5-HT.p: (O).
Clusters of sensory neurons (rLE, LE, RF and RE) were identified with the sensorin
probe. Cells are indicated by letters L (left) or R (right), corresponding to locations in
hemiganglion followed by one- or two-digit number. Sensory clusters (RE, RF and rLE)
that also express 5-HTap1 or 5-HTap2 mRNA (Apl and Ap2 +) are illustrated (@). The LE
cluster was negative for 5-HT,, and 5-HT.p expression (Apl and Ap2 -). Schematic

diagram adapted from Kandel (1976).
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the majority of the bag cells were positive. No 5-HTgp, hybridization signal was

observed in these neuroendocrine cells (Fig. 3.9B).

3.5 Discussion

Assigning a role to Gi-coupled receptors in Aplysia is not straightforward.
Although radio-labeled ligands can identify serotonin-responsive cells, they add no
information about the nature of expressed receptors (Kadan and Hartig, 1988).
Therefore, quantification of the cAMP level in cells is required to determine the nature
of the serotonin receptors. It is a difficult challenge to screen for a decrease in the cAMP
level in neurons following serotonin application especially when pathways that trigger
this response are unknown. ISH overcomes these difficulties and allows direct
positioning of receptor mRNA. This led us to focus our study on two major pathways for

which serotonin-induced inhibitory responses were documented.

3.5.1 Expression of 5-HT,;, in the bag cells

The neuroendocrine bag cells clusters that are located around each of the pleuro-
abdominal connectives near the abdominal ganglion initiate the egg-laying behavior in
Aplysia by generating a long-lasting afterdischarge that causes the release of egg-laying
hormone (ELH) and other peptides into the hemolymph (Kaczmarek et al., 1978; Stuart

and Strumwasser, 1980; Kauer and Kaczmarek, 1985; Arch et al., 1989; DesGroseillers,



3.3 Discussion 138

1990). Afterdischarge is triggered by a stimulus that activates the adenylate cyclase and
increases the level of cAMP. Interestingly, afterdischarge can be inhibited by 5-HT
(Jennings et al., 1981). Pharmacological studies have shown that the 5-HT,y, receptor is
a good candidate for mediating this inhibiting effect (Barbas et al., 2002). Expression of
the 5-HT,,2 gene in the bag cells, as determined by ISH in our study, is consistent with
this hypothesis. Interestingly, neuron L1 in the abdominal ganglion, which is transiently
excited by bag cell activity (Mayeri et al., 1985), also expresses the 5-HTap> receptor.
This is consistent with the previous observation that neuron L1 is labeled by '*’I-LSD
(Evans et al., 1991), a strong ligand of 5-HT receptors. It is thus possible that the 5-
HTap: receptor may couple bag cell activity with that of neurons that are stimulated by

the bag cells, in a concerted mechanism that regulates egg -laying.

3.5.2 Expression of 5-HT,;; and 5-HT,,, in the clusters of sensory

neurons

Among the most intensively studied models of short- and long-term memory are
the gill/siphon withdrawal and tail withdrawal reflexes of Aplysia (Byme, 1987; Kandel,
2001). In these withdrawal reflexes, molecular components of sensory neurons can be
modified to modulate the strength of their connection with motor neurons. It is now well
documented that serotonin is a major modulator of this pathway (Barbas et al., 2003).
Serotonin induces synaptic plasticity through activation of a still uncharacterized G-
coupled receptor that stimulates adenylate cyclase and increases cAMP levels (Kandel,

2001, Barbas et al., 2003). Nevertheless, 5-HT is also known to depress sensory neuron
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connections in the RF cluster, a group of mechanosensory neurons involved in the
withdrawal reflex (Storozhuk and Castellucci, 1999a,b). It is thus likely that G;-coupled
5-HT receptors that inhibit adenylate cyclase also may play critical role(s) in modulating

learning and memory processes.

The Gi-coupled 5-HTuy and 5-HT,p receptors are expressed in almost all
clusters of sensory cells. It is unclear whether they are co-expressed with the putative
serotonin-activated Gs-coupled receptor. Nevertheless, their expression in the sensory
cell clusters confirms the importance for a cell to be able to modulate its cAMP level.
Indeed downregulation of Gj-dependent response in mice that results in an increase in
cAMP level and enhanced synaptic plasticity impairs certain forms of learning (Pineda
et al., 2004). Therefore, a balance between the stimulatory and inhibitory regulators of
adenylate cyclase is likely to be required for optimal cAMP signaling and appropriate
synaptic plasticity in the process of memory formation (Mansuy, 2004). Alternatively,
the expression of the receptors in relatively few sensory cells may suggest that these
receptors define a sub-population of sensory neurons that may be involved in specific
functions, for example in inhibitory pathways such as that of the RF cluster (Storozhuk
and Castellucci, 1999b). In all cases, the molecular diversity of these cells will
contribute to the fine regulation that is required to respond to varied environmental

changes.

In addition to the monosynaptic component of the withdrawal reflex (sensory

neurons to motor neurons), there is a significant polysynaptic pathway that includes
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several excitatory and inhibitory interneurons (Trudeau and Castellucci, 1992; Trudeau
and Castellucci, 1993; Barbas et al., 2003). Is it possible that the 5-HTyp; and 5-HTyp
receptors are expressed in these cells (Trudeau and Castellucci, 1992; Trudeau and
Castellucci, 1993)? Further identification of 5-HT,p1 and 5-HT,y, receptor-positive cells
and further characterization of interneurons are needed to address this hypothesis.
Several interneurons have been identified but these cells are small and mainly identified

by physiological and connectivity properties (Barbas et al., 2003).

3.5.3 Expression in other identifiable cells

mRNA coding for 5-HT,, and 5-HT,, were found in several identified large
neurons in each ganglion. Some of these neurons are serotonergic, supporting our
hypothesis that these receptors may act as autoreceptors that modulate local synthesis
and release of 5-HT (Angers et al., 1998; Barbas et al., 2002). In rats, somatodendritic
autoreceptors are known to reduce cell firing and curtail the synthesis and release of 5-
HT (Buhot et al., 1995; Buhot, 1997). Among 5-HT-positive receptor cells, the giant
cerebral neurons (MCC), some smaller neurons located near the MCC, large number of
cells in the pedal ganglia in area Illa-b and the RB cells of the abdominal ganglion were
shown to express serotonin (Longley and Longley, 1986; Hawkins, 1989). Both receptor
mRNAs were also found in large cells in the IIlc area of the pedal ganglia. Positioning
of these neurons is reminiscent of cells localized in a cluster of large neurons near the
dorsomedial surface of the ganglia that fire in phase with opening of the parapodia and

are designated as parapodial opener-phase cells (POP cells; McPherson and
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Blankenship, 1991). POP cells utilize 5-HT to modulate the neuromuscular junction of
parapodial swim muscles (McPherson and Blakenship, 1991). Further characterization
on the nature of 5-HTap.ap2 positive neurons in this Illc region of the pedal ganglia is

necessary to conclude that these Gj-coupled receptors are express in POP cells.

Both receptors are also expressed in neurons that are not known to express or
respond to serotonin. Many of these cells, such as L13 and RUQ in the abdominal
ganglion are known to release chemical neurotransmitters and/or peptides (Yanaura et
al., 1993; Rittenhouse & Price, 1986). The potential physiological role(s) of a Gj-
coupled 5-HT receptor in these cells are unknown. Further investigations will be
necessary to determine the importance 5-HTa, and 5-HTgp in modulating neuronal
activity and/or transmitter release in these cells. Potential co-expression of 5-HT,y and
5-HT.p mRNA was suggested in several sensory neuron clusters. Expression of two G;-
coupled receptors in a cell may increase the capacity of this neuron to respond to 5-HT.
5-HTyp1 and 5-HTap receptors have very distinct pharmacological profiles (Angers et al.,
1998; Barbas et al., 2002) that allow differential and/or complementary responses to 5-

HT.

Future comparative studies focusing on the identification 5-HT receptor
expression sites, 5-HT releasing neurons and 5-HT neuron connectivity network with
electrophysiological recording will be necessary to further characterize the contributions
of 5-HT receptors in 5-HT-dependent pathways. Does downregulation of 5-HT Gj-

coupled receptors, measured using RNAI and/or antisense approaches alter the ability of
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sensory neurons to respond to 5-HT and to modulate various reflexes in Aplysia? We
also wish to examine different types of behavioral modifications to determine if they are

able to alter the ratio of these diverse 5-HT Gi-coupled receptors.
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Préambule

La DA est un neurotransmetteur essentiel dans le contrdle de I’alimentation et du
conditionnement instrumental chez 1’aplysie. Quelques évidences dans la littérature
indiquent la présence potentielle de divers récepteurs dopaminergiques dans le SNC de
’aplysie. Par contre, I’identification de ces récepteurs ainsi que des cascades
moléculaires modulées par ces protéines nous sont pour I’instant manquantes. Suite a
notre criblage de la banque d’ADNc du SNC, nous avons cloné le premier récepteur
dopaminergique chez I’aplysie. Méme si nous voulions au départ caractériser de
nouveaux recepteurs a 5-HT, I'identification d’un récepteur dopaminergique nous
permetira de mieux comprendre comment les voies de signalisation dopaminergiques
interagissent pour moduler la plasticité synaptique 4 la base des formes d’apprentissage
et de mémoire chez I’aplysie. Par son expression dans le SNC, par son profil
pharmacologique ainsi que par son activité constitutive, ce nouveau récepteur présente

des caractéristiques inédites pour ce type de protéines.
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4.1 Abstract

In Aplysia, the neurotransmitter dopamine is involved in the regulation of various

physiological processes and motor functions, like feeding behavior and in the siphon-gill
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withdrawal reflex. In this paper, we report the cloning and characterization of the first
Aplysia D1-like dopamine receptor (Apdop1) mainly expressed in the CNS, heart and
buccal mass. Following expression of the Apgopi receptor in mammalian HEK293 cells,
higher level of cAMP was observed in the absence of receptor ligand showing that
Apgop1 is constitutively active. This activity was blocked by the inverse agonist
flupentixol. Application of dopamine (ECso of 35 nM) or serotonin (ECsq of 36 uM) to
Apgopi-transfected HEK293 cells further increased the level of cAMP suggesting that the
receptor is linked to the stimulatory Gs protein pathway. When expressed in cultured
Aplysia sensory neurons, Apgopi immunoreactivity was observed in the cell body and
neurites. Its expression in sensory neurons produced an increase in hyperpolarization in
the absence of agonist and an increase in membrane excitability following simulation by
dopamine. Stimulation of membrane excitability was observed in the presence of
pertussis toxin to inhibit G; proteins inhibitory pathway normally induced by dopamine
in Aplysia sensory neurons. Apgepr sensitivity to dopamine makes it a potential

modulator of operant conditioning procedure.

4.2 Introduction

Dopamine (DA) is involved in a large variety of physiological and behavioural
processes in animals ranging from mollusk to mammals. This cathecholamine plays a
critical role in cognition and emotion, and the last decade has seen a large increase in the

experimental evidence for a role in both synaptic plasticity and memory processes
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(Wickens et al., 2003). Cellular responses to DA are mediated via G protein-coupled
receptors (GPCR), and generally manifest their action by regulating adenylate cyclase
activity. The DA receptors in vertebrate are classified into two major classes based on
their sequence similarity and pharmacological profile: D1-like and D2-like receptors
which include the D1 and D5 receptor subtypes and the D2, D3 and D4 receptor
subtypes, respectively. DlI-like receptors stimulate adenylyl cyclase and
phosphatidylinositol (PT) metabolism whereas D2-like receptors inhibit adenyly! cyclase

and activate K+ channels (Missale et al., 1998).

DA is a common neurotransmitter in molluscs (Carpenter et al., 1971; Luborsky
& Jacklet, 1976; Gospe, 1983; Sugamori et al., 1994). In Aplysia californica, DA is
found in the buccal ganglia, where it is involved in feeding behavior and in the
appetitive operant conditioning procedure that induces long-term memory (Brembs et
al., 2002). DA is also present in the neuropile of the pedal ganglia (McCaman et al.,
1973; Jahan-Parwar & Fredman, 1978), in the peripheral nerves (Swann et al., 1982b)
and in the gill (Peretz & Estes, 1974) where it modulates motor control. In particular,
DA has been shown to enhance gill contractions following siphon touch and to prevent
habituation of the gill and siphon withdrawal reflexes (Ruben & Lukowiak, 1979, 1983;

Tritt & Byrne, 1982).

Binding assays with specific radiolabeled ligands to individual vertebrate
receptor subtypes confirm the presence of D1-, D2-, D3- and D4-like receptors in

Aplysia (Chandhoke et al., 2001). DA receptor binding was reported in the pleural, pedal
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and cerebral ganglia, with the highest levels found in the pleural ganglia (Drummond et
al., 1980). Lower levels of binding are seen on muscle tissue and nerves (Drummond et
al., 1980). Similarly, dopamine-induced activation of adenylate cyclase was
demonstrated in the gill (Kebabian et al., 1979; Weiss & Drummond, 1981). However,
the molecular characterization of DA receptors and other dopaminergic signaling

pathways is still lacking.

Due to the importance of Aplysia californica as an animal model in the
understanding of dopamine action during learning and memory processes, the goal of
this study was to clone the first dopamine receptor from this mollusk and develop a
functional system to analyze this receptor. In this regard, a cDNA was isolated from
CNS tissue of adult Aplysia that encodes a putative seven transmembrane G protein-

coupled receptor.

4.3 Materials and methods

Animals and compounds— Aplysia californica weighing 100-200 g were purchased from
the Aplysia Resource Facility (Miami, FL, USA) or from Marine Specimen Unlimited
(Pacific Palisades, CA, USA), maintained in an aerated seawater tank at 15°C and fed
every day ad libitum. [N-methyl-H]lysergic acid diethylamide ([’H]JLSD) and
[*H]adenine were purchased from NEN (Mississauga, Ontario, Canada). ATP, cyclic

AMP (cAMP), S(+)-apomorphine hydrochloride, (+)-butaclamol hydrochloride,
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(#)Chloro-APB  hydrobromide,  (¥)-6-Chloro-PB  hydrobromide, = dopamine
hydrochloride, cis-(Z)-Flupentixol dihydrochloride, 5-hydroxytryptamine (5-HT), (&)-7-
hydroxy-2-(di-n-propylamino) tetralin hydrobromide ((+)-7-OH-DPAT), R(+)-lisuride,
isobutylmethyxanthine (IBMX), methiothepin mesylate, octopamine, pergolide mesylate
salt, R(+)-SCH-23390 hydrochloride and spiperone were purchased from Sigma-Aldrich

(Oakville, Ontario, Canada).

PCR amplification and cloning of Apa,p cDNA- PCR amplification with degenerate
primers (Figure 4.1A; primers 1 and 2) of phage DNA (200 ng) isolated from an Aplysia
random-primed AGT10 central nervous system cDNA library was previously described
(Barbas et al., 2002). Phage DNAs was PCR-amplified for 40 cycles (94°C for 1.5 min,
40 °C for 2 min and 72 °C for 1 min) in the presence of two degenerate primers (800 ng
each) corresponding to the highly conserved receptor sequences found in the sixth and
seventh transmembrane (TM) domains: 5’-
(G, OIGCITT(T,OITHTITG(C,T) TGG(C,T)TGG(C,T)TICCITT(C,T)TT-3°, and 5’-
TCIGGII(A, TY(G,A)AAIATIG(T,C)(G,A)TA(G,A)ATIA(T,O)IGG(A,C)TT-3°. PCR
products were fractionated on a 4% agarose gel and a 144 bp fragment (ApdopA; Figure
4.1A)) was subcloned into pCR 2.1 plasmid (Invitrogen, Carlsbad, CA) and sequenced
according to the Sequenase protocol (United States Biochemical Corp.). To clone the
full-length cDNA of Apgop1, PCR-amplifications were done with Aplysia random-primed
AGT10 central nervous system and kidney cDNA libraries. For 3’-RACE, a sense
Apgop1-specific primer (5°’-GTACGATCCGACGCTGATACC-3’; primer 3 in Figure

4.1A) and a AGT10 specific antisense primer (5°-
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CTTATGAGTATTTCTTCCAGGGTA-3’; primer 4) were used. Two rounds of 5°-
RACE were performed with Apaop1 antisense primers (5’-
GGTATCAGCGTCGGATCGTAC-3”, primer 5; and then 5°-
CGTGTCGTAATACAAAGCCTTGTGG-3’, primer 7) and the AGT10 specific sense
primer (5’-AGCAAGTTCAGCCTGGTTAGTC-3’, primer 6). Resulting products were
subcloned into pZAPA/TA vector (Barbas et al., 2002) and sequenced. PCR-
amplifications were performed with the proofreading polymerase Vent from New
England Biolabs (Mississauga, Ontario, Canada). Overlapping sequences were read

from multiple clones generated from independent PCR amplifications.

Transient expression of the Apa.p; receptor- The coding region of Apgop was PCR-
amplified from Aplysia genomic DNA using the proofreading polymerase Pfu Turbo

(Startagene, La  Jolla, CA, USA) and the primer pair 5°-

restriction site). The resulting product was subcloned in pZAPA/TA vector and
sequenced. pZAPA/TA-Apgopi DNA was digested with Clal and BamHI and subcloned
in frame with the c-myc epitope in pcDNA3/RSV/MYC. The pCDNA3/RSV/MYC
plasmid was previously obtained by ligating complementary oligonucleotides coding for
the c-myc epitope EQKLISEEDLN (Degols et al., 1991; Cravchik & Matus, 1993) to

the pcDNA3/RSV vector (Jockers et al., 1996). Human embryonic kidney cells
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(HEK293) were transfected with the recombinant plasmid by the calcium phosphate

procedure. Cells were collected 48 hours post-transfection for functional assays.

For immunofluorescence, transfected HEK293 cells were incubated with the
anti-myc 9E10 monoclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA,
USA) or with a mouse anti a-tubulin antibody (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA)
before or after cell permeabilization as previously described (Barbas et al., 2002). Cells
were then incubated with an Alexa Fluor 594 anti-mouse secondary antibody (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) and visualized by immunofluorescence, using a Nikon
Eclipse E800 microscope (Nikon, Melville, NY, USA) equipped with a CoolSnap fx 12
bits CCDs camera (Roper Scientific, San Jose, Ca, USA). Images were analyzed with
the MetaMorph 5.0 software (Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA,

USA).

Generation of anti-Ap sy antibody- Detection of the Apgopi protein was performed with
a rabbit polyclonal antibody raised by a commercial vendor (Genemed Synthesis, San
Francisco, CA, USA) against a peptide whose sequence (AAYDPTLIPHKV) was
derived from the third extracellular loop. Specificity of the antibody was evaluated. The
anti-Apgopi recognizes only the myc tagged Apgopi receptor expressed in HEK293 cells.
No immunoreactivity was observed when cells extract were incubated with the immune

peptide.
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Immunoprecipitation and Western blot analysis- For immunoprecipitation of Apdop
protein, transfected cells were harvested 72 h post-transfection, washed three times in
PBS and incubated in the blocking buffer (PBS containing 0.2% bovine serum albumin)
for 1h on ice. Cells were lysed and proteins were solubilized in the radioimmune
precipitation buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5%
sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50 mM iodoacetamide, 1 mM phenylmethylsulfonyl
fluoride, 0.1 mg/ml benzamidine, 2.5 pg/ml leupeptin) for 30 min on ice and centrifuged
at 12,000 x g for 15 min at 4 °C to remove cellular debris. Cell lysates were incubated
with the mouse monoclonal anti-myc (9E10) antibody (1:250 dilution) in the blocking
buffer overnight at 4°C before the addition of protein A-Sepharose for 4h.
Immunoprecipitates were washed four times with the cold radioimmune precipitation
buffer, resuspended in sample buffer (60 mM Tris-HC], pH 6.8, 2% SDS, 4 M urea, and
100 mM dithiothreitol) and heated at 50°C. Protein concentration was evaluated with the
DC Protein assay kit (Bio-Rad, Mississauga, Ontario, Canada) using bovine serum
albumin as standard. Protein samples were resolved by 8% SDS-PAGE electrophoresis,
transferred to nitrocellulose membrane, immunoblotted with rabbit polyclonal anti-myc
antibodies (1pg/ml) (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) and revealed with a

Renaissance chemiluminescence kit (PerkinElmer Life Sciences, Montréal, Qc, Canada).

cAMP measurement- cAMP content was measured by a pre-labelling technique as
previously described (Salomon et al, 1974; Barbas et al., 2002). Total cAMP
accumulation was measured by assessing the transformation: [3H]cAMP/([3H]ATP +

[*H]cAMP) X 1000.
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Isolation of Aplysia sensory neurons- Adult animals were anaesthetized by injection of
60-100 ml of isotonic MgCl, solution. Pleuropedal ganglia were removed, desheathed
and digested in 1% protease-artificial seawater. Sensory neurons (SNs) from the
ventrocaudal cluster of the pleural ganglia were mechanically dissociated and transferred
to separate dishes (Falcon #1008; Becton Dickinson Canada Inc., Mississauga, Canada)
containing L-15 medium (modified for Aplysia) (Schacher & Proshansky, 1983)
supplemented with hemolymph (7%) and bovine serum albumin (0.01%). Sensory
neurons were separated from cell debris, plated and allowed to adhere in L15-containing

dishes (Falcon #3001; Becton Dickinson Canada Inc., Mississauga, Canada).

Expression of Apaop1-eGFP in sensory neurons- Full-length Apdopt ¢cDNA was PCR-
amplified with the proofreading polymerase Pfu Turbo (Startagene, La Jolla, CA, USA)
and the primer pair 5’-CGGTCGACATGATCATGAACTTCAACCTC-3’ (underlined:

Sall restriction  site) and 5’-CC_G___G_AIQ_C_TTGCAAGCCGCATTCCTTTC-3’
(underlined: BamHI restriction site). The product was subcloned in pZAPA/TA vector,
sequenced, digested with Sall and BamHI and subcloned in frame with eGFP-NI
(Clontech, Palo Alto, CA, USA) in the pNEX-3 vector (gift from Dr. W. S. Sossin,
McGill University) (Kaang, 1996). Microinjection of Apqopi-¢GFP plasmid DNA (1
pg/pl DNA and 2% fast green in distilled water) was done with backfilled glass pipettes
(~5 MQ) using a pico-injector (PLI-100; Medical Systems, Greenvale, NY, USA). After

impalement, sensory neurons were rapidly filled by delivering short air puffs (10-40 psi)

until the cell soma became uniformly green. Injected sensory neurons Were visualized at
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4x and 10x with a Nikon fluorescence microscope (Optiphot-2) equipped with a BM510
filter (Nikon, Tokyo, Japan). For expression analysis, microinjected sensory neurons
were fixed in 2% paraformaldehyde-ASW and processed for immunofluorescence.
Confocal microscopy was performed with a Zeiss (North York, Ontario, Canada) LSM
510 confocal laser microscope. Images were analyzed using the Zeiss LSM 510

software.

4.4 Results

4.4.1 Cloning of an Aplysia dopamine receptor

We previously took advantage of the sequence conservation within
transmembrane domains six and seven of serotonergic GPCRs to isolate DNA fragments
encoding serotonin receptors in Aplysia (Barbas et al., 2002; Angers et al., 1998). We
applied this same strategy, to attempt to clone a dopamine receptor. From the sequence
of a first 144 bp PCR product (Figure 4.1A; Apdopa), specific oligonucleotide primers
were designed for 3’- and 5°-RACE to PCR-amplify a complete cDNA. Three
overlapping clones (ApdopB, ApdopC and ApdopD) covering 1551 bp were amplified
and cloned (Figure 4.1A). The reconstituted cDNA contained an open reading frame
coding for a putative protein of 450 amino acids with a predicted molecular weight of 50
kDa. Amino acid sequence comparisons between the Apge, receptor and other

invertebrate GPCRs show significant sequence identity with the AmDOP1 receptor
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Figurc 4.1- Apg.p1 receptor sequence and structure. (A) Molccular cloning of the Apgsp receptor cDNA. The
ApdopA fragment was PCR-amplified from DNA isolated from a CNS cDNA library using two degcenerate
oligonuclcotide primers (1 and 2) derived from conserved sequences in transmembrane domains VI and VII of
GPCRs. The ApdopB, ApdopC and ApdopD were isolated from CNS and kidney cDNA libraries by PCR-
amplification using APy -sequence specific primers (3, 5 and 7) and phage-specific primers (4 and 6). The
reconstituted full-length cDNA was amplified from genomic DNA with APy, -specific primers (8 and 9). Primers
positions, as described in the materials and methods, arc indicated. The open rcading frame is represented by boxes
and the transmembranc domains are indicated by the black regions. Lines represent the 5° and 3° untranslated regions.
(B) Hydrophobicity plot of the deduced Apyop amino acid sequence. Regions above the dotted linc arc hydrophobic.
Transmembrane domains arc numbered and indicated. The hydropathy plot was done using the method of Kyte and
Doolittle (Kyte & Doolittle, 1982). (C) Schematic representation of Apgsp Scquence and structure. Amino acids arc
given in single letter code. Amino acids that arc conscrved among GPCRs are indicated by (<). Potential N-linked
glycosylation sitcs (A ) and conscnsus sites for phosphorylation by protein kinase A (PKA) (e), protcin kinase C
(PKC) (®) and casein kinase 11 (CKII) (#) arc indicated. Transmembranc domains ({), cxtraccllular and intracellular
regions are also identified. Potential palmitoylation sites arc indicated (7). The nucleotide sequence for Apye, has
been deposited into the GenBank database and is available under accession number AY918891.
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(43%), a D1-like dopamine receptor from Apis mellifera (Figure 4.2B) (Blenau et al.,

1998). Consistently, we named this novel protein Apgopi.

4.4.2 Structural characteristics of the Apg,p receptor

The deduced Apgep1 protein shared many characteristics in common with
members of the GPCR family and, more specifically, with dopamine receptors. As
expected, hydrophobicity analysis revealed the presence of seven transmembrane
domains (Figure 4.1B). Many key amino acids conserved through evolution were also
present in Apgopi (Figure 4.1C), in particular the tripeptide DRY (Asp'*? ~Arg" —

Tyr!s

) in the cytoplasmic end of the predicted third transmembrane domain and the
NPXXY motif (Asn®*- Pro*?*— Tyr’®) in the predicted seventh transmembrane domain.
These residues were shown to be important for activation of receptors of the GPCR 1A
subfamily (Boess & Martin, 1994; Oliveira et al., 1994; Bockaert & Pin, 1999). Single

%) in the first and second extracellular loop were also

cysteine residues (Cysl28 and Cys
conserved. These cysteines are important to stabilize the functional receptor structure by
forming disulfide bond (Dixon et al., 1987; Fraser, 1989). Two aspartate residues in the
second (Aspmo) and third (Aspm) transmembrane domains were conserved in all
catecholamine receptors where they are important for binding of the amine groups of
catecholamine (Strader et al., 1988). Three serine residues in the fifth transmembrane

domain in Apgep receptor (Serm, Ser’™* and Serm) which are postulated to interact with

the catecholamine ring hydroxyl groups (Strader et al., 1989; Pollock et al., 1992) were
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also present in Apgop1. Thus, the Apgep receptor has the important amino acid side

chains required for binding dopamine.

The Apgop1 receptor may potentially undergo several post-translational
modifications (Figure 4.1C): (i) N-glycosylation in the extracellular N-terminal region
and in the second extracellular loop; (ii) phosphorylation by protein kinase A, protein
kinase C and casein kinase II. Apgop receptor could also undergo post-translational
palmitoylation at conserved cysteine residues in the C-terminal tail, probably to anchor
its cytoplasmic tail to the membrane (O’Dowd et al., 1989; Mouillac et al., 1992). Its
short third cytoplasmic loop is reminiscent of members of D1-like receptors and of many
receptors coupled to Gs proteins (Missale et al., 1998) (Figure 4.1C). We can also notice
that the second extracellular loop of Apgop1 (44 amino acids) is longer than what we
usually observed for D1 receptor subtypes (27 amino acids), but reminiscent of D5

receptor (41 amino acids) (Missale et al., 1998) (Figure 4.1C).

A dendogram analysis placed Apgop1 Within members of the mammalian D1-like
receptor family, closely related to the AmDOP1 receptor (Figure 4.2A). Further amino
acid sequence comparisons between the Apgop1 receptor and other D1-like receptors
showed significant sequence identity, especially with invertebrate D1-like receptors
(Figure 4.2B). Apuaop: also shared sequence identity with the Aplysia Ap5-HTg; receptor,

a serotonin receptor that stimulates phospholipase C (Li et al., 1995).
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Figure 4.2- Structural relationship of Apg,,; with other dopamine receptors. (A)
Dendrogram analysis of different dopamine receptors. Sequences of dopamine receptors were
compared and aligned using the ClustalW (Thompson et al., 1994) which was executed from
GDE (Genetic Data Environment). Only amino acid positions that could be aligned without
ambiguity were used for the analysis. The alignment was then used for phylogenetic
comparisons using the PHYLIP package (J. Felsenstein, 1993, Phylip, Phylogeny Inference
Package, version 3.5.1c and 3.6, University of Washington, Seattle, WA). Analysis was
performed with a bootstrap procedure that computes the probability of occurrence of the
branches for 1000 possible trees. Branching order was determined using the Fitch-Margoliash
algorithm included in the PHYLIP package. Only branches occurring in >800 trees are
represented. (B) Percentage of amino acid sequence identity among different D1-like receptors
from several species. The Ap5-HTg, serotonin receptor from Aplysia was also included. Am,
Apis mellifera; Ap, Aplysia; CE, Caenorhabditis elegans; DRO, Drosophila;, FUGU, Fugu
rubripes (pufferfish); HUM, Human; RAT, Rattus.
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4.4.3 Apgop1 protein distribution

To determine the protein distribution of this receptor, plasma membrane extracts
from various Aplysia tissues were prepared and analyzed by immunoblotting. Using the
anti-Apgopt antibody, a major band of around 100 kDa was detected in membranes
isolated from the central nervous system and the heart. Weaker signals were obtained
from extracts of the buccal mass (Figure 4.3). Overexposure of the Western blot
revealed the presence of the protein in the kidney and ovotestis extracts (data not
shown). In the central nervous system, the protein was detected in the buccal ganglia
(Figure 4.3). No immunoreactivity was observed when extracts were preincubated in the

presence of the immune peptide, demonstrating the specificity of the antibody.

4.4.4 Transient expression of Apg,p in HEK 293 cells

To characterize the pharmacological profile of the Apgop1 receptor, a c-myc tag
was fused at its N-terminus and the myc-Apqep protein was transiently expressed in
HEK 293 cells. Expression of the receptor was monitored with anti-myc monoclonal
and/or polyclonal antibodies. On a Western blot prepared with immunoprecipitated
protein, several bands were observed indicating that the receptor is expressed (Figure
4.4A). To characterize these bands and the sub-cellular location of the receptor within
the cells, endoglycosidase treatments were performed. While bands are resistant to
endoglycosidase H treatment, their size was reduced following endoglycosidase F
treatment (Figure 4.4A), suggesting that the receptor was properly targeted to the plasma

membrane in  HEK 293 cells and was not retained in  the



4.4 Results 159

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8

250 —
160 —

10— .o —

75—

50 —

35—

Figure 4.3- Tissue distribution of the Apgop receptor in Aplysia. Western blot
analysis of proteins isolated from different tissues. Membrane protein extracts (30 pg)
were resolved by SDS-PAGE and analyzed with anti-Apgop1 antibody. CNS (lane 1),
buccal mass (lane 2), kidney (lane 3), gill (lane 4), ovotestis (lane 5), heart (lane 6),
buccal ganglia (/ane 7; 50 ng) and buccal ganglia preincubated with the peptide used to
raise the antibody (lane 8; 50 pg) were analyzed. Position of the molecular weight

markers is indicated.
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Figure 4.4- Expression of the Apg,p receptor at the cell-surface. (A) Western blot analysis of
Apyop1 in transfected HEK293 cells. HEK293 cells were transfected with cDNA coding for the
myc-tagged Apgopi Teceptor. Total cell extracts were immunoprecipitated (lane 2) and digested
with endoglycosidase H (lane 3) or deglycosidase F (lane 4). Proteins were separated on a 8%
SDS-polyacrylamide gel and detected with a polyclonal anti-myc antibody. Cells transfected
with the pPCDNA3/RSV vector alone (lane 1) were used as control. Position of the molecular
weight marker positions is indicated. (B) Membrane localization of Apgop in transiently
transfected HEK293 cells. HEK293 cells were transfected with cDNA coding for the myc-tagged
Apuop1 protein. Cells were labeled with anti-myc (1 and 2) or anti a-tubulin (3 and 4) antibodies
before (1 and 3) or after (2 and 4) permeabilization with Triton X-100.
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endoplasmic reticulum. In addition, the endoglycosidase F treatment showed that the
core receptor has the size expected from the cDNA clone (50 kDa) and that the receptor
is glycosylated. Bands of higher molecular weight may represent dimers and even
oligomeric forms of the receptor. Oligomerization of dopamine receptors has recently
been reported and is a pivotal aspect of the structure and function of GPCRs (Bouvier,
2001; Lee et al., 2003). Expression to the cell-surface of the myc-tagged protein was
then confirmed by immunofluorescence analyses of nonpermeabilized and
permeabilized transfected cells (Figure 4.4B). The Apaop1 receptor was labeled with the
anti-myc antibody on non-permeabilized cells showing that it reached the membrane and
that its N-terminal extremity was on the extracellular side. In the same conditions, o-
tubulin, an intracellular marker was not detected. Immunofluorescence signals for the
Apaop: Teceptor and for a-tubulin were detected upon cell permeabilization (Figure 4.4B,

right panels).

4.4.5 Stimulation of second messenger pathway

Based on Apgop: Similarity with members of the D1-like receptor family, we next
tested whether the Apaop1 receptor is able to activate adenylyl cyclase. Interestingly,
transfection of cDNA coding for Apacpi in HEK 293 cells (Figure 4.5) revealed that the
receptor displays ligand-independent activity (Lefkowitz et al., 1993). Indeed, a large
increase in the cAMP level was observed even in the absence of any agonist (Figure
4.5A). These data provides evidence that Apaop! is @ constitutively active receptor. We

next tested the ability of flupentixol to act as an inverse agonist, as demonstrated for
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Figure 4.5- Relative levels of intracellular cAMP in Apgop1 expressing cells. (A) HEK293

cells were transfected with either pcDNA3/RSV or pcDNA3/RSV/Apg, vectors. They were

then left untreated or stimulated with dopamine (10 nM), flupentixol or methiothepin (1 uM).

cAMP accumulation was measured by assessing the transformation of [°’H]JATP into PH]cAMP

as described previously (Wong et al., 1991). The values are the mean of fifteen experiments

done in duplicate. (B) Effect of flupentixol on cAMP level in Apyop expressing cells. cAMP

levels are expressed as a percentage of the value obtained in the absence of flupentixol (100%).

The values are the mean of an experiment done in duplicate and are representative of three such

experiments. Data were analyzed by a computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM

3.0).
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other dopamine receptors with constitutive activity (Mustard et al., 2003; Sanyal et al.,
2004). Treatment of the cells with flupentixol decreased cAMP constitutive production
in a dose-dependent way, with an ECsp of 155 nM (Figure 4.5B). As a control,
methiothepin, a selective 5-HT receptor antagonist, was not efficient in inhibiting the
constitutive activity of Apaop receptor, even at a concentration of 1 pM (Figure 4.5A).
These data show that the Apgop receptor has ligand-independent activity and that

flupentixol is an inverse agonist for this receptor.

Treatment of Apaop1 transfected cells with DA increased the level of cAMP in a
dose-dependent manner (Figure 4.5A, 4.6A) suggesting that the Apgop receptor is
coupled to Gs protein. The ECsp for dopamine was in the nanomolar range (Table 4.1).
Interestingly, 5-HT and octopamine also stimulated adenylyl cyclase activity when
bound to Apgop1 but with lower potencies (Figure 4.6A and Table 4.1). Following
dopamine, 5-HT or octopamine application, cCAMP levels never increased on control

HEK 293 cells that did not express the Apgop1 receptor.
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Figure 4.6- Pharmacological profile of Apy,, receptor. (A) Agonist stimulation of Apgep
increased the level of intracellular cAMP. HEK293 cells transfected with cDNA coding for
Apqep were incubated in the presence of increasing concentrations of agonists. Intracellular
cAMP level were expressed as a percentage of the maximal response (100%). The values are the
mean of an experiment done in triplicate and are representative of three experiments. Data were
analyzed by a computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM 3.0). (B) Antagonists
specificity. Transfected cells were stimulated with dopamine ( 10 M) and incubated in different
concentrations of antagonists. Intracellular cAMP levels are expressed as a percentage of the
value obtained with dopamine (100%) in the absence of antagonists. The values are the mean of
an experiment done in triplicate and are representative of three experiments. Data were analyzed
by a computer-assisted nonlinear analysis (GraphPad PRISM 3.0).



4.4 Results

165

Table 4.1- Comparison of potency of various agonists in activation of APpqop1 receptor in transiently

transfected HEK 293 cells.

Drug Specificity ECso (nM)
Dopamine DA receptors 35
Serotonin 5-HT receptors 36 070
Octopamine OA receptors 3430
R{+)-lisuride D, receptors 3
Pergolide D,/D; receptors 50
(£)-Chloro-APB D, receptors 66
(+)-Chloro-PB D, receptors 205
(£)-7-OH-DPAT D5 receptors 169
Apomorphine DA receptors 552

Estimated potencies are given as ECsy values in nanomolar concentrations and were determined by a
computer-assisted nonlinear curve analysis (GraphPad PRISM 3.0 computer program). ECs, values for
Apgop) receptor are expressed as the mean of three different determinations.

4.6 Pharmacological characterization of heterologously expressed

Apgop1 receptor

To determine the pharmacological profile of Apgepi, membrane fractions of

transfected cells were incubated in the presence of the radioligand [°H]LSD ([N-methyl-

*H]lysergic acid diethylamide) as done before with AmDOP1 (Blenau et al., 1998).
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Although high- affinity binding was measured, saturation was never obtained (not
shown). To circumvent this problem, several synthetic dopamine agonists known to
activate vertebrate dopamine receptor subtypes were tested for their ability to modulate
cAMP levels. The rank order of potency (ECso) of these various agonists is listed in
Table 4.1. As expected, DA was the must potent agonist for the receptor compared to
serotonin and octopamine. The pharmacological profile of Apgop receptor is not similar

to the one reported for mammalian D1-like receptor (Table 4.1).

Similarly, we tested the ability of various dopaminergic antagonists to inhibit the
Apuop1-dependent stimulation of adenylyl cyclase in response to dopamine application.
Transfected and control cells were treated with 108 M dopamine (near the ECso value of
35 nM) and increasing concentrations of different antagonists. The capacity of these
compounds to inhibit 50% of the response was calculated. Flupentixol (a mixed D1/D2
dopamine receptor antagonist) and surprisingly methiothepin (a 5-HT receptor
antagonist) were the only compounds able to inhibit at least 85% of the cAMP increase
resulting from dopamine binding to the Apaop1 receptor (Figure 4.6B). Spiperone (a
selective D2 dopamine antagonist), R(+)-SCH 23390 (a selective D1 antagonist) and
(+)-Butaclamol (a non specific dopamine receptor antagonist) did not significantly
inhibit Apgop1-dependent cAMP production (Figure 4.6B). Altogether, these results show

that classical dopaminergic antagonists are not efficient at inhibiting Apaopi activation.
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4.4.7 Expression of the Apg,,; receptor in Aplysia sensory neurons

To further characterize the receptor in a more physiological context, we studied
its distribution and physiological properties in cultured Aplysia sensory neurons. To
determine its distribution in the cells, sensory neurons were microinjected with the
PNEX-3/Apgop1-eGFP c¢DNA, fixed and observed by confocal microscopy seventy-two
hours post injection. Apgepi receptor was expressed in these cells and found both in the
cell body (Figure 4.7A) and in neurites (Figure 4.7B). As control, pNEX-eGFP was
randomly expressed in the nucleus and cytoplasm (Figure 4.7C). No fluorescence was

observed when the pNEX vector alone was injected (Figure 4.7D).

We then performed electrophysiological recording to study the effect of
dopamine on sensory neurons that expressed the Apgopi receptor. Summary data are
presented in Table 4.2. As controls, sensory neurons were injected with plasmid coding
for eGFP. Uninjected cells and sensory neurons expressing eGFP responded as expected
to 5-HT application, by an increase in membrane excitability (Figure 4.8A). Also,
injection of plasmids coding for the octopamine receptor Apoa; from Aplysia (generous
gift from Dr. BK Kaang, Seoul National University) (Chang et al., 2000) increased
membrane excitability following exposure to octopamine as reported (Figure 4.8B)
(Chang et al., 2000). The Apoa, receptor, a Gs-coupled octopamine receptor, efficiently
stimulated neuronal activity presumably after activation of the adenylyl cyclase. These
results showed that injection and expression of a foreign protein does not change the

electrophysiological properties of the cells.
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Figure 4.7- Expression of the Apgop1 receptor in Aplysia sensory neurons. Aplysia
sensory neurons were microinjected with either pNEX-3/Apgop1-eGFP (A-B), pNEX-
3/eGFP (C) or pNEX-3 (D) cDNA and visualized by confocal microscopy. Expression
of the Apdop1 receptor was seen both in the cell body (A) and neurites (B). Scale bar in

A= 10 pm; B= 10 um; C= 20 um; D= 20 pm.
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Figure 4.8- Electrophysiological responses following agonist stimulation of
microinjected sensory neurons. Membrane excitability of injected eGFP- (A, C, D),
Apoa;-eGFP- (B) or Apuopi-¢GFP- (E, F, G) expressing sensory neurons was tested in
the absence (upper curves) or presence (lower curves) of 5-HT (A), octopamine (OA)
(B) or dopamine (C, D, E, F). Application of 5-HT or octopamine increased membrane
excitability. In contrast, dopamine decreased membrane excitability in sensory neurons
even if the Apgop1 receptor is expressed (D, E). This inhibition was overcome by
pertussis toxin (PTX) treatment (D, F), an inhibitor of Gi proteins. PTX action did not
affect ability to stimulate the adenylyl cyclase as demonstrated by treatment with

forskolin (FSK) (D). Traces are representative of several recordings (Table 4.2).
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Table 4.2- Summary data of electrophysiological responses.

Data sample Number of spike before drug  Drug  Number of spike after Number of
identification application drug application cells
examined
SN-eGFP 1 spike 5-HT 8-13 spikes n=6
A)
Apoa,-eGFP 1 spike OA 9-13 spikes n=4
(B)
SN-eGFP 3-4 spikes DA 0-2 spikes =5
©)
SN-eGFP + PTX 1-2 spikes DA 0-2 spikes n=4
D) FSK 10-12 spikes
Apgyop1-eGFP 3-4 spikes DA 0-1 spikes n=7
B
APaop1-€GFP + PTX 1 spike DA 9-11 spikes n=8
(F)

Representative traces are presented in Figure 4.8. 5-HT: serotonin; DA: dopamine; OA: octopamine; FSK:
forskolin.

As expected, application of dopamine decreased membrane excitability (Figure
4.8C), confirming the hypothesis of a general dopamine inhibitory response in sensory
neurons (Ascher, 1972). Sensory neurons were incubated in the presence of pertussis
toxin (PTX; 50 ng/ml), a known Gj-protein inhibitor. In these conditions, the inhibitory
effect of DA was prevented indicating that endogenous DA receptors interact with a
PTX-sensitive G protein (Figure 4.8D). Nevertheless, in these conditions, facilitation,
following cAMP increase, can still be triggered as observed after treatment with
forskolin (FSK; 20 pM), showing that PTX did not inhibit cyclase activity. When
injected with plasmid coding for the Apaopi receptor, sensory neurons still showed an
inhibitory response following dopamine application at concentrations sufficient to

induce maximal response of the receptor (Figure 4.8D). This was unexpected since the
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receptor activates adenylyl cylase in HEK 293 cells and by consequence should increase
membrane excitability (Bernier et al., 1982). To test whether the inhibitory PTX-
sensitive pathway masks the function of Apgop1, PNEX-3/Apqop1-eGFP-injected sensory
neurons were cultured in the presence of PTX before application of DA. In these
conditions, DA induced an increase in membrane excitability (Figure 4.8F). In addition,
more current was necessary to induce spiking of the neuron, indicating that the mere
presence of the receptor changes the state of excitability of the neuron (Figure 4.8G).
The level of current necessary to induce spiking in neurons expressing the Apdop:
receptor varied between 0.8 to 1.2 nA (n=7), and 0.25 to 0.4 nA in neurons not

expressing Apgop1 receptor (Figure 4.8A-D).

4.5 Discussion

The present study describes for the first time the characterization of a dopamine
receptor in Aplysia californica. The Apgop1 receptor is a D1-like dopamine receptor since
it stimulates adenylyl cyclase after binding of DA. The full-length nucleotide sequence
encodes a protein of 450 amino acids, which shows conserved features of GPCRs,
including the presence of seven predicted transmembrane domains, residues known to be
important for receptor activation and many potential post-translational modification sites
involved in mechanisms controlling receptor activity (Ng et al., 1994). However, the

Apaop1 Teceptor lacks sequences previously described in mammalian D1 receptors
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(Bernak et al., 2001; Vargas & von Zastrow, 2004) as being important for receptor

recycling and for export from the endoplasmic reticulum.

4.5.1 Pharmacological properties of the Apgop receptor

The rank order of potency of various agonists in regard to adenylyl cyclase
stimulation unequivocally establishes the Apdopi receptor in the family of dopamine
receptors. The pharmacological profile of Apgop1 receptor is very similar to that of the
Apis mellifera AmDOP1 receptor (Blenau et al., 1998), consistent with their close
sequence similarity. Pharmacological comparisons between Apgop1 and vertebrate D1-
like receptors reveal important differences. The potency observed for the D2-like agonist
R(+)-lisuride is higher than normally seen for D1-like receptors. Similarly, while the
SCH 23390 antagonist blocks activation of vertebrate D1-like receptors with nanomolar
affinity, it has no significant effect on the Apgop: receptor. In contrast, flupentixol, a
mixed D1/D2 dopamine receptor antagonist, blocks cAMP production following
stimulation of the Apaopi receptor by DA. The efficacy of flupentixol to inhibit cyclase
activation by D1-like receptor was mainly reported for invertebrate receptors (Gotzes et
al., 1994; Blenau et al., 1998; Sanyal et al., 2004). The fact that methiothepin, a
serotoninergic receptor antagonist, blocks Apaop1 stimulation of adenylyl cyclase was
surprising. It nevertheless confirms the ability of Apaopi receptor to bind 5-HT and

potentially other serotoninergic compounds with relatively high efficacy.
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4.5.2 The Apgop: receptor displays constitutive activity

HEK 293 cells expressing Apaop: receptor contained higher levels of cAMP than
untransfected cells. This result suggests that the Apgep receptor exhibits agonist-
independent activity. Constitutive activation of adenylyl cyclase by dopamine receptors
is not unique (Tiberi & Caron, 1994). Other invertebrate DA receptor, AmDOP1 from
Apis mellifera (Mustard et al., 2003) and DOP-1 from Caenorhabditis elegans (Sanyal et
al., 2004) possess strong constitutive activity. The physiological relevance of this unique
property of some DA receptors remains unclear. It is likely that sustained high levels of
intracellular cAMP found in cells expressing constitutively activated DA receptor have
significant impact on various physiological dopaminergic cascades. Constitutively active
receptosr may act as on/off switches by lowering the signal-to-noise ratio (Lefkowitz et
al., 1993). We have shown that flupentixol acts as an inverse agonist for Apgop1 receptor,
as demonstrated for other invertebrate dopamine receptors (Mustard et al., 2003; Sanyal
et al., 2004). It will be interesting to investigate whether this agonist-independent
activity of Apaop1 receptor is regulated in Aplysia neurons, for example by an
endogenous inverse agonist. Such inverse agonists have yet to be identified for biogenic
amine receptors. Our preliminary data confirm that the Apaop! receptor, when expressed
in Aplysia sensory neurons, is also constitutively activated, because more current was
needed to induce spiking of these neurons. This finding indicates that merely the
presence of the receptor changes the state of excitability of the cell. This change could
be explained by an interaction between the Apaop: receptor and an inward rectifier K
(IRK channel, or G protein activated channel GIRKs), activation of the channel leading

to membrane hyperpolarization and inhibition of Ca®*-dependent action potentials
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(Gregerson et al., 2001; Lavine et al., 2002; Sanyal et al., 2004). The Apdopl1 receptor
does not contain either of the characteristics of the sequence shown to trigger
constitutive activity of D5 dopamine receptors (11e*® in the third intracellular loop and
GIn*® in the C-tail) (Charpentier et al., 1996; Iwasiow et al., 1999; Demchyshyn et al.,
2000; Jackson et al., 2000) are found in Apqop1 receptor. It suggests that the structural
elements responsible for Apaop constitutive activity are different from those found in
vertebrate dopamine receptors. Interestingly, the AmDOP]1 receptor from Apis mellifera
and the DOP-1 receptor from C. elegans do not have the mammalian signature either.
Sequence comparison between D1-like invertebrate receptors might give us some clues

concerning potential motifs responsible for this agonist-independent activity.

4.5.3 Potential physiological role of Apgop:

The Aplysia feeding behavior has proven to be valuable for the study of operant
conditioning. Increasing evidence in Aplysia indicates that neurons activated during
reward behavior constitute a convergence point for operant behavior and dopamine-
mediated reward (Brembs et al., 2002, Brembs, 2003). Since Apaopi receptor is
expressed in the buccal ganglia, further investigation will be necessary to determine if
this novel receptor is involved in modulating activity of neurons receiving dopaminergic
inputs, in operant behavior and/or dopamine-mediated reward. Since DA is known to be
crucial for modulating the reward-seeking behaviors in mammalian models (Rankin,
2002), research on Aplysia dopaminergic system may provide key insights into

understanding the molecular mechanisms implicated in operant behavior and reward.
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Discussion

La 5-HT est responsable de I’activation d’une cascade biochimique complexe qui
entraine des événements moléculaires comme la phosphorylation, la transcription, la
traduction et la modification structurale de protéines durant les processus
d’apprentissage et de mémoire chez Paplysie. Toutes ces modifications sont déclenchées
par la liaison de la 5-HT sur des récepteurs couplés aux protéines G. La nature de tous
ces récepteurs demeure pour I’instant une énigme qu’il faut résoudre. Pour identifier et
comprendre les mécanismes sérotoninergiques impliqués dans la modulation de la
plasticité synaptique chez I’aplysie, il faut caractériser les récepteurs impliqués. Par
exemple, le clonage d’un récepteur appelé 5-HTpac est essentiel pour nous permettre
d’identifier les mécanismes moléculaires sous-jacents la facilitation synaptique. Par
conséquent, des efforts considérables ont été entrepris pour non seulement identifier ces
récepteurs mais également caractériser les mécanismes d’action de ces protéines. Ainsi,
nos travaux ont permis de caractériser le récepteur 5-HT,p,, mais également d’identifier

un récepteur dopaminergique (Apgopi) exprimé dans le SNC de aplysie.
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5.1 Clonage et caractérisation de RCPG chez I’aplysie

Notre laboratoire a ainsi donc entrepris de cloner de nouveaux récepteurs
a 5-HT exprimés dans le SNC de I’aplysie. A I’aide d’amorces dégénérées contenant les
séquences d’acides aminés conservés dans les domaines transmembranaires six et sept
chez tous les récepteurs a 5-HT connus, nous avons criblé par PCR une banque d’ADNc
du SNC pour identifier des fragments de nouveaux récepteurs sérotoninergiques.
L’utilisation de ces séquences comme amorces pour cloner de nouveaux ADNc par
similarité est une stratégie grandement utilisée (Li et al., 1995; Angers et al., 1998;
Chang et al., 2000) (Figure 5.1A). De cette maniére, on obtient théoriquement un produit
de PCR hétérogene. Les motifs CWLPFF dans le sixiéme et le motif NPXXY (X étant
un acide aminé variable) dans le septiéme domaine transmembranaire sont conservées
chez les RCPG membres de la famille 1A (Boess & Martin, 1994, Oliveira et al., 1994,
Bockaert & Pin, 1999). Suite & nos criblages, nous avons identifié quatre nouveaux
clones qui nous ont permis de reconstituer la séquence des deux récepteurs (5-HTyp, et

Apdop1) présentés dans cet ouvrage (Figure 5.1B).

5.1.1 Clonage et caractérisation du récepteur 5-HT,,,

Nous avons cloné un fragment de 147 nucléotides qui suite 4 des comparaisons
de séquences, semblait représenté un nouveau récepteur & S-HT (Figure 5.1B; récepteur
5-HTap2). A T’aide d’oligonucléotides congus a partir du fragment initial et d’amorces

provenant du phage AGT10 contenant la banque d’ADNc, nous avons pu reconstituer
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Figure 5.1- Clonage de nouveaux récepteurs a 5-HT chez Paplysie. (A) Alignement
des séquences des domaines transmembranaires six et sept de plusieurs récepteurs a 5-
HT identifiés. La position des régions transmembranaires (VI et VII) est représentée par
des boites pointillées. Les acides aminés conservés sont identifiés dans les encadrements
gris. La position des amorces dégénérées est représentée par une fléche. Apl, Aplysia;
Dro, Drosophila; Lym, Lymnaea; Hum, humain; Rat, rat. (B) Séquence des clones
obtenus lors de nos criblages, notamment les acides aminés correspondant aux

récepteurs 5-HTapz €t Apdopi.
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une séquence de 1876 paires de bases. Cet ADNc posséde une région codante de 567
acides aminés, codant pour une protéine (5-HT,) de 63 kDa (Barbas et al., 2002;

travaux rapportés dans le chapitre 2).

Nous avons clairement établi que le récepteur 5-HT,p2 est capable d’inhiber la
stimulation de I’adénylate cyclase, et ce par une protéine G sensible a la toxine de
pertussis, confirmant les hypothéses avancées suite a I’analyse de la structure primaire.
Préalablement a la caractérisation pharmacologique, nous avions observé que la protéine
est 1) similaire par comparaison de séquences aux récepteurs de la famille 5-HT;; 2)
possede une longue troisiéme boucle intracellulaire et 3) une courte queue C-terminale
caractéristique des récepteurs inhibiteur de 1’adénylate cyclase. Nous pouvons déja
conclure que la technique utilisée pour cloner des récepteurs a 5-HT a 1’aide d’amorces
provenant des domaines transmembranaires six et sept semble favoriser I’amplification
de récepteurs de type inhibiteur. Lors de nos criblages, la majorité des clones provenant
de I"amplification initiale avec les amorces dégénérées correspondaient aux récepteurs
5-HToap1 et 5-HTyp, (environ 90%). On peut supposer que I’ARNm de ces récepteurs est
extrémement enrichi par rapport a celui des autres récepteurs potentiels, ce qui se
traduirait par une augmentation du nombre de matrices dans notre banque d’ADNc¢ du

SNC.

Par conséquent, nous venions de cloner un second récepteur de la famille des 5-
HT, exprimé dans le SNC de P’aplysie. Dans des conditions identiques, soient une

expression des protéines dans des cellules HEK 293, les récepteurs 5-HTap et 5-HT,p
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présentent des profils pharmacologiques différents. Il est particuliérement intéressant de
noter que la méthiothépine, un antagoniste non sélectif sérotoninergique grandement
utilis€ chez I’aplysie pour inhiber les réponses sérotoninergiques, ne peut étre utilisé
pour distinguer I’action de ’un de ces récepteurs par rapport a ’autre. De plus, la
méthiothépine est un antagoniste utilisé également pour inhiber 1’activation d’un
récepteur couplé a G sérotoninergique dans le SNC de I’aplysie (Cohen et al., 2003).
Comme antagoniste, 1’affinité pour la clozapine (antagoniste 5-HT,) est suffisamment
différente pour distinguer I’inhibition du récepteur 5-HT,, par rapport a celle du
récepteur 5-HTap2 (56.63 nM pour le récepteur 5-HTyp; versus 2124 nM pour 5-HT,)).
De plus, le récepteur 5-HT,p,; posséde un niveau d’affinité supérieur pour la 5-HT (13.23
nM) comparativement au récepteur 5-HT 4y (241 nM). Cette différence d’affinité pour la
5-HT permettrait en quelque sorte une certaine flexibilité pour la cellule quant a la
régulation de la réponse sérotoninergique. Advenant le cas ot I’inhibition doit &tre fine,
P’expression du récepteur 5-HT,, semble plus plausible tandis que le récepteur 5-HT,p
pourrait soit inhiber cette réponse dans des cellules recevant une concentration
importante de 5-HT, ou une inhibition tardive suite a la reldche progressive de 5-HT
dans le temps. Par contre, il est important de noter que les niveaux d’affinité pour la 5-
HT de ces protéines concorde avec les niveaux endogénes mesurés par Marinesco &

Carew (2002).

Si on tente d’identifier a quel sous type de la famille 5-HT, les récepteurs 5-
HTgp1 et 5-HTqy appartiennent, on observe que leurs profils pharmacologiques respectifs

possedent des caractéristiques regroupant celles de plusieurs sous types, et méme
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certains niveaux d’affinité pour quelques ligands que 1’on attribue & des récepteurs de
type 5-HT5, activateur de P’adénylate cyclase. On doit donc conclure que selon leur
profil pharmacologique et par 1’analyse phylogénétique, ces deux récepteurs possédent
des caractéristiques similaires au géne ancestral primitif qui évolua éventuellement pour
donner naissance aux récepteurs 5-HT)s;. Ceci démontre que 1’utilisation de ligands
synthétisés pour distinguer des récepteurs mammiféres dans 1’objectif d’associer des
récepteurs d’invertébrés a des sous types préalablement établis chez les mammiferes
n’est pas une fagon précise de distinguer ces protéines. 11 faut plutdt comparer les profils
entre récepteurs similaires chez P’aplysie pour obtenir des données pharmacologiques
distinctives. Seule une telle analyse nous permettra de déterminer des agonistes et
antagonistes  spécifiques 4 un seul récepteur et permettre la manipulation
pharmacologique des différentes voies de signalisation activées par la 5-HT dans les

neurones de ’aplysie.

Nous avons €galement montré que dans les cellules HEK 293 traitées a la toxine
de pertussis, ce qui inhibe I’action des protéines G, le récepteur 5-HT,y, était capable
dans ces conditions de stimuler 1’adénylate cyclase. Ce résultat indique donc que des
récepteurs caractérisés comme étant préférentiellement de type S5-HT, peuvent
¢galement stimuler I’adénylate cyclase. Par contre, nous ne pensons pas que le récepteur
5-HT,p; est bel et bien le récepteur 5-HTpac tant convoité. Sa structure primaire et les
données pharmacologiques observées dans un systéme hétérologue indiquent que le rdle
principal de ce récepteur serait de bloquer ’activation de 1’adénylate cyclase suite 4 une

reliche de 5-HT. De plus, la concentration de 5-HT nécessaire pour induire une
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activation de la cyclase dans ces conditions, de I’ordre du uM, est beaucoup plus
importante que celle suffisante pour induire une inhibition de cette activité. De tels
niveaux de 5-HT dépassent largement les concentrations physiologiques observées par
Marinesco & Carew (2002). Cependant, nous pouvons envisager la possibilité que le
récepteur 5-HTap puisse venir agir comme récepteur de soutien pour provoquer une
augmentation de la concentration d’AMPc lorsque cet accroissement est essentiel et vital

pour la cellule.

S.1.2 Distribution de récepteurs a 5-HT couplés a Ga;

Il a été documenté que I’application de 5-HT provoque des réponses inhibitrices
chez I’aplysie (Jennings et al., 1981; Frost et al., 1988; Fisher & Carew, 1993; Ram et
al., 1994; Xu et al., 1995; Storozhuk & Castellucci, 1999a,b; Bristol et al., 2001). La
liaison de la 5-HT a un récepteur couplé & G; pourrait expliquer ces phénoménes. Pour
éventuellement pouvoir cibler ’action des récepteurs 5-HTgp et 5-HT,p, dans les
phénomeénes de mémoire et d’apprentissage, il faut connaitre leur distribution dans le
SNC de I’aplysie. Pour ce faire, nous avons décidé d’exploiter la sensibilité de
’hybridation in sifu pour pouvoir déterminer une cartographie de 1’expression de ces
deux ARNm (Barbas et al., 2005a; travaux rapportés dans le chapitre 3). Etant donné
que P’anticorps dirigé contre le récepteur 5-HT,, ne semble pas étre efficace en
immunocytochimie, la détection de I’ARNm était devenue la seule technique possible.
Nous avons également utiliser la sensorine comme marqueur des neurones sensoriels

pour discriminer entre ce type de cellules nerveuses et les neurones moteurs ou les
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interneurones (Brunet et al., 1991; Walters et al., 2004). La sensorine-A est un
nanopeptide (ARYRVGYMF-NH;) uniquement exprimés dans les neurones sensoriels
(Brunet et al., 1991; Walters et al., 2004). Par le fait méme, nous confirmions les
résultats de Walters et al. (2004) concernant 1’identification des cellules sensorines
positives dans le SNC de I’aplysie, seule étude détaillée publiée avant nos travaux. De
maniére générale, on a observé la présence de I’ARNm pour ces deux récepteurs dans
tous les ganglions du SNC de I’aplysie. La sonde antisense correspondante au récepteur
5-HTap2 nous donnait un signal plus intense que celle pour le récepteur 5-HTgp1 et ce a
quantité¢ égale. Ce résultat nous indique une expression potentielle plus forte du
récepteur 5-HTqap, dans le SNC, ce qui n’est pas surprenant puisque ce récepteur est
uniquement exprimé dans les ganglions de I’aplysie. Certaines cellules, surtout quelques
regroupements de cellules sensorielles, semblent posséder ’ARNm de ces deux
récepteurs. Une explication possible pour consolider le fait qu’un neurone puisse
posséder deux récepteurs de fonctions similaires est la capacité de ces récepteurs a étre
exprimés dans I’axone ou les dendrites. Egalement, Daffinité pour la 5-HT et leur
diverses caractéristiques fonctionnelles (facilité a désensibiliser, stabilité a la surface,
interactions avec d’autres protéines) pourraient également étre des facteurs pouvant
expliquer la présence de deux récepteurs de types 5-HT, différents a la surface d’une

méme cellule.

A T’exception des LE ne contenant aucun signal positif et des VC qui eux
n’expriment que le récepteur 5-HT,p;, toutes les autres grappes de cellules sensorielles

contiennent ’ARNm de ces deux récepteurs. Fait intéressant, ce n’est pas tous les
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neurones sensoriels d’un méme groupe qui possédent ’un ou 1’autre de ces ARNm, ce
qui va a I’encontre de ’homogénéité de ces cellules quant 4 la nature de la population de
protéines exprimées et ce méme si la réponse a la 5-HT semble toujours constante. Ce
phénoméne d’hétérogénéité est également observé par la présence de PARNm du
récepteur 5-HTap> dans le neurone LP1 (ou LP11) du ganglion pleural gauche et son
absence dans le neurone R2 du ganglion abdominal. Dans la littérature, il avait été
rapporté que ces deux neurones étaient identiques selon leur taille, leurs propriétés
moléculaires et €lectrophysiologiques (Hughes & Tauc, 1963; Giller & Schwartz, 1971;

Kandel, 1976).

On a également observé la présence des ARNm pour les récepteurs 5-HTap1 et 5-
HTgp, dans des neurones sérotoninergiques (cellules géantes MCC, cellules des
ganglions pédaux, cellules RB du ganglion abdominal). De plus, par cette étude de
localisation, nous avons confirmé uniquement la présence de ’ARNm de 5-HTp; dans
les cellules neuroendocriniennes du ganglion abdominal («bag cells»), préalablement

établie par RT-PCR (Barbas et al., 2002).

5.1.3 Clonage et caractérisation du récepteur APpgopi

A partir de nos criblages par PCR d’une banque d’ADNc du SNC avec les
mémes amorces dégénérées, nous avons complété le clonage d’un récepteur

dopaminergique (Figure 5.1B). Nos travaux représentent la premiére identification d’un
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récepteur dopaminergique exprimé dans le SNC chez I’aplysie (Barbas et al., 2005b;

travaux rapportés dans le chapitre 4).

Rapidement aprés avoir déterminé la séquence codante compléte du récepteur
Apdgop1, NOUS NOUS sommes apergu que ce récepteur était dopaminergique mais plus
specifiquement de la famille D1, soit activateur de ’adénylate cyclase. L’analyse de la
séquence primaire permet de constater que cette protéine posséde une courte troisiéme
boucle intracellulaire et une longue queue C-terminale, ce qui est retrouvé normalement
chez des récepteurs activateur de 1’adénylate cyclase (Missale et al., 1998). L’analyse
phylogénétique confirma notre hypothése puisque 1’on retrouve Apgop1  dans
I’embranchement des récepteurs de la famille D1, activateur de I’adénylate cyclase.
Apgop1 semble particulierement similaire au récepteur AmDOP1 d’Apis mellifera
(Blenau et al., 1998). Par contre, on observe qu’Apgop1 N posséde pas les séquences
importantes pour I’exportation de récepteurs nouvellement synthétisés du réticulum
endoplasmique (séquence a I’extrémité carboxy-terminale FxxxFxxxF d’interaction avec
la protéine DRiP78 ou x est n’importent quel acide aminé) et pour le recyclage de ces
récepteurs a la membrane. Ce type de motifs a été particuliérement identifié pour les
récepteurs dopaminergiques mammiferes de type D1 (Bermak et al., 2001; Vargas &
von Zastrow, 2004). On ne retrouve que partiellement ces séquences dans les récepteurs
similaires clonés chez d’autres espéces d’invertébrés (Gotzes et al., 1994; Sugamori et
al., 1995; Blenau et al., 1998; Suo et al., 2002). On peut donc conclure que ces motifs
sont apparus uniquement chez les mammiferes, donc que les récepteurs d’invertébrés

requicrent d’autres mécanismes régulant leur expression ou bien que les protéines
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accessoires impliquées dans ces mécanismes lient des séquences différentes chez les

récepteurs d’invertébrés.

L’analyse du profil pharmacologique du récepteur Apgep a également révélé que
'utilisation de ligands synthétisés pour distinguer des récepteurs mammiféres dans
objectif d’associer des récepteurs d’invertébrés a des sous types préalablement établis
n’était pas chose facile. Par exemple, on constate une grande efficacité de la R(+)-
lisuride, un agoniste D2 spécifique (donc de récepteurs couplés & G;) a stimuler
I’adénylate cyclase suite a la liaison au récepteur Apgopi. Comme pour les récepteurs a
DA 1dentifiés chez d’autres espéces, il faut caractériser les RCPG d’invertébrés selon les
cascades de seconds messagers que ces protéines induisent et non pas sur les niveaux

d’affinité de certains ligands pour ces récepteurs.

Evidemment, nous avons déterminé que le récepteur Apgop: est capable d’activer
Padénylate cyclase suite a la liaison de la DA en systéme hétérologue (ECso de 35 nM).
De plus, le récepteur Apgopi peut également stimuler la cyclase suite a la liaison de la 5-
HT et de I’octopamine, mais ce a des concentrations plus élevées (de 1’ordre du uM).
L’octopamine (OA), une monoamine structurellement similaire & la noradrénaline, agit
comme neurohormone, comme molécule neuromodulatrice et comme neurotransmetteur
chez les invertébrés (Roeder, 1999). L’OA est présente & des concentrations relativement
élevées dans les tissus neuronaux et autres chez beaucoup d’invertébrés (Roeder, 1999).
Ce neurotransmetteur peut donc potentiellement moduler plusieurs fonctions

physiologiques étudiées chez les invertébrés jusqu’a maintenant, dont la mémoire et
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I'apprentissage. Chez I’abeille, I’injection d’OA ou d’agonistes octopaminergiques
facilite la formation de la mémoire (Menzel et al., 1988; 1990). Spécifiquement, on
retrouve des quantités non négligeables d’OA dans les ganglions d’aplysie (Saavedra et
al., 1974). Le récepteur Apgopi pourrait donc participer a la stimulation de 1’adénylate
cyclase dans des neurones recevant des inputs octopaminergiques dans le SNC de
I"aplysie, et ce en synergie avec le récepteur Apoa; (récepteur 4 OA exprimé dans le

SNC et capable de stimuler la cyclase chez ’aplysie; Chang et al., 2000).

Egalement, Apdopi  pourrait participer & Dactivation des réponses
sérotoninergiques dans le SNC de I’aplysie, si les concentrations relichées de 5-HT
atteignent des niveaux supérieures a celles enregistrées par Marinesco & Carew (2002),
qui étaient de I’ordre de 100 a 200 nM. Par contre, il est important de mentionner que ce
récepteur est capable d’activer 1’adénylate cyclase suite a des applications de 5-HT aux
concentrations utilisées pour induire la facilitation synaptique chez I’aplysie par
plusieurs scientifiques. Cohen et al. (2003) démontrérent que dans le SNC d’aplysie,
I’ajout de 1 pM de 5-HT produit 50% de la réponse d’activation de la cyclase tandis que
25 uM de 5-HT induit une réponse presque maximale. A ces concentrations de 5-HT, le
récepteur Apqopi €St activé et provoque une augmentation de la concentration en AMPc
(ECso pour la 5-HT est de 36 uM). Nous pouvons donc conclure que par son expression
dans le SNC, le récepteur Apgopi pourrait participer a la modulation de la plasticité
synaptique par la 5-HT, surtout lors de reldche importante de 5-HT pour atteindre une
réponse maximale de I’adénylate cyclase. De plus, Cohen et al. (2003) démontrérent que

non seulement la DA induit une activation de 1’adénylate cyclase dans le SNC de
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Iaplysie (activation faible; application de 200uM de DA), mais que la méthiothépine
bloquait efficacement cette induction. Nous avons démontré que la méthiothépine est
I"antagoniste le plus efficace pour inhiber I’activation du récepteur Apgop €t donc que ce
nouveau récepteur serait un excellent candidat pour expliquer les caractéristiques
pharmacologiques de I’activation de I’adénylate cyclase induite par la DA observées

dans le SNC de I’aplysie.

Le récepteur Apgop1 présente également une activité constitutive. Lors de
transfections transitoires dans des cellules HEK 293, ’expression unique du récepteur
était suffisante pour induire une augmentation agoniste indépendante de la concentration
d’AMPc. L’agoniste inverse flupentixol s’est avéré efficace pour inhiber cette activité
constitutive et ce de maniére dose dépendante. Les récepteurs mammiféres de type D5
possédent une activité constitutive (Tiberi & Caron, 1994). Cette caractéristique de
favoriser la conformation active du récepteur proviendrait particuliérement d’acides
aminés retrouvés dans la troisiéme boucle intracellulaire et dans la queue C-terminale du
récepteur (Charpentier et al., 1996; Iwasiow et al.,, 1999; Demchyshyn et al., 2000;
Jackson et al., 2000). Si on compare la séquence du récepteur Apgopi dans ces portions a
celle des récepteurs D5 mammiféres, on ne retrouve pas les acides aminés importants.
Par conséquent, nous pensons que d’autres motifs sont nécessaires pour stabiliser la
conformation active de ce récepteur. On retrouve également cette activité agoniste
indépendante pour d’autres récepteurs de type D1 invertébrés: le récepteur AmDOP]
d’Apis mellifera (Mustard et al, 2003) ainsi que le récepteur DOP-1 de C. elegans

(Sanyal et al., 2004). Le flupentixol peut également étre utilisé comme agoniste inverse
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pour ces deux récepteurs. Il semble donc que la capacité de certains récepteurs
dopaminergiques d’activer 1’adénylate cyclase de maniére constitutive soit une
caractéristique conservée chez plusieurs espéces et donc que cette activité constitutive

présenterait une importance fonctionnelle pour I’instant inconnue.

Par microinjection dans des neurones sensoriels, nous avons observé que
Pexpression du récepteur Apgopi change 1’état d’excitabilité du neurone, c’est-a-dire que
nous avons besoin de plus de courant pour induire des potentiels d’action dans le
neurone sensoriel. Cette augmentation du seuil d’excitabilité du neurone pourrait
s’expliquer par I’activation de canaux potassiques. Cette hypothése repose sur le fait
qu’une hyperpolarisation de la cellule entrainerait une augmentation du seuil
d’excitabilité et que certains récepteurs D1 sont également capables d’interagir avec des
canaux potassiques. Il a été¢ montré que le récepteur DOP-1 de C. elegans facilitait
’activation de canaux Kir3.2 et que cette activation nécessitait une protéine Gas (Sanyal
et al., 2004). Etant donné que nous ne connaissons pas I’identité moléculaire des canaux
potassiques activés par les protéines G chez 1’aplysie, il nous est donc pour I’instant
difficile de démontrer cette hypothese. L’inhibition de I’activité de ce type de canaux par
divers inhibiteurs spécifiques pourrait nous donner quelques indications quant a la nature
des canaux activés et éventuellement confirmer notre hypothése. Nous avons pensé
utiliser le flupentixol pour inhiber I’activité constitutive du récepteur mais il s’avére que
cet agoniste inverse précipite dans les milieux utilisés pour la culture de neurones
d’aplysie. Il faudra établir si cette activité n’est pas le résultat d’une surexpression de la

protéine. Pour ce faire, il faudra déterminer, dans des neurones exprimant le récepteur
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Apuopi endogene, si effectivement ces cellules possédent des seuils d’activité plus élevés

comparativement a d’autres neurones similaires n’exprimant pas le récepteur Apgopi.

Nous avons également confirmé que le récepteur Apgop est capable de stimuler
I’activité neuronale des SN d’aplysie suite a la liaison de la DA. Il est important de
mentionné que dans des conditions physiologiques, les neurones sensoriels VC du
ganglion pleural, lorsque mis en culture, répondent négativement a la DA. Si 1’on induit
une activité neuronale, traduite par quelques potentiels d’action, I’ajout de DA supprime
cette stimulation et ce méme si le récepteur Apgop1 @ été microinjecté dans ces neurones.
Ce résultat était surprenant puisque normalement ’activation d’un récepteur couplé a G,
provoque l’augmentation de [’activité neuronale (Bernier et al., 1982). L’action
inhibitrice de la DA dans les neurones sensoriels d’aplysie a été documentée
préalablement et nous ne pouvons exclure pour l’instant que, dans les conditions
expérimentales utilisées, le récepteur Apgop; soit capable de se coupler 4 Go;, du moins
dans les neurones sensoriels VC utilisés (Ascher, 1972). Par contre, si on traite ces
neurones a la toxine de pertussis, I’effet inhibiteur de la DA est renversé et que dans ces
conditions, on observe une stimulation de ’activité neuronale par le récepteur Apdopl

suivant une liaison de la DA (voir chapitre 4; Figure 4.8).

Pour déterminer le profil d’expression du récepteur Apgepi, nous avons été
confrontés au probleme de détecter I’ARNm du récepteur. Par RT-PCR, nous n’avons
jamais observé la présence du transcrit dans aucun extrait d’ARN total et ce de divers

tissus. Cette absence de produits peut provenir de la faible abondance de ’ARNm du
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récepteur Apgopi- De plus, nous n’avons jamais détecté cet ARNm par hybridation in
situ, confirmant le facteur limitant de la quantité de I’ARNm du récepteur. Evidemment,
cet ARNm est bel et bien présent, du moins dans le SNC puisque la banque d’ADNc
utilisée pour amplifier ce récepteur provient des ARNm du SNC. Ainsi donc, nous avons
produit un anticorps polyclonal contre la troisitme boucle extracellulaire du récepteur
Apgopi- Le choix de la troisieme boucle comme peptide cible est motivé par le fait que
nous pourrions utiliser cet anticorps comme antagoniste éventuel pour inhiber ’activité
du récepteur dans des cellules exprimant de maniére endogéne cette protéine (Guarna et
al., 2003). Par analyse de type Western sur des préparations membranaires de divers
tissus. nous avons observé une bande majeure 4 100 kDA. Ainsi, nous avons conclu que
le récepteur Apgop1 €st principalement exprimé dans le SNC, la masse buccale, le coeur et
faiblement dans le rein et l’ovotestis d’aplysie. Nous avons également détecté
Pexpression du récepteur Apgopi dans le ganglion buccal. Lors de I’immunoprécipitation
du récepteur Apgop; exprimé dans des cellules HEK 293, nous avions également détecté
des bandes suggérant la présence d’oligomeéres du récepteur Apgopi. L’expression de la
protéine dans le cceur, le rein et I’ovotestis n’est pas surprenante puisque la DA a été

détectée dans tous ces tissus (Carpenter et al., 1971).

Nos travaux sur I’identification de nouveaux RCPG, exprimés dans le SNC de
’aplysie, introduisent donc de nouvelles protéines potentiellement impliqués dans la

modulation de la plasticité synaptique chez I’aplysie (Tableau 5.1).
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Tableau 5.1- Caractéristiques des RCPG identifiés et exprimés dans le SNC de Paplysie.

Récepteur ~ Neurotransmetteur Second messager Référence
5-HTup 5-HT Inhibe I’adénylate cyclase Angers et al. (1998)
5-HT 5-HT Inhibe I’adénylate cyclase Barbas et al. (2002)
Ap5-HTg, 5-HT Stimule la PLC Li et al. (1995)'
5-HTzpac 5-HT Stimule P’adénylate cyclase Cohen et al. (2003)
Apgop Dopamine Stimule I’adénylate cyclase Barbas et al. (2005b)
Apoa, Octopamine Stimule I’adénylate cyclase Chang et al. (2000)

5.2 Hypothéses sur les roles physiologiques des récepteurs

identifiés

La caractérisation moléculaire, biochimique, pharmacologique et fonctionnelle
des récepteurs 5-HTap et Apgopr nous permet a ce stade-ci d’envisager certaines
hypothéses quant a leurs rdles physiologiques dans le SNC et les cascades moléculaires
modulées par ces protéines. De plus, la cartographie de I’expression des récepteurs 5-
HTgp1ap2 représente une étude détaillée de la nature des neurones exprimant ces
récepteurs couplés & G;. Par I’analyse de la localisation de 1’expression de ces protéines,
on peut également entrevoir les fonctions physiologiques régulées par ces récepteurs de

types inhibiteurs de 1’adénylate cyclase.

! Voir note en bas de page p.51.
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5.2.1 Roles physiologiques potentiels pour les récepteurs 5-HT 1.2

La liaison de la 5-HT a des récepteurs couplés 4 G; devrait normalement
interférer avec les cascades moléculaires dépendantes de I’AMPc (Figure 5.2).
L’expression des récepteurs 5-HTa, et 5-HT,» a la surface de neurones
sérotoninergiques suggérent un role d’autorécepteur pour ces protéines. Ainsi, il
contrdlerait la relache de 5-HT & la synapse par le méme neurone en inhibant la cascade
AMPc dépendante produisant une synthése de 5-HT. Normalement, comme documenté
précédemment, I’application de 5-HT entraine une stimulation de I’activité neuronale de
tous les neurones sensoriels, excepté les RF. Il n’est pas surprenant d’observer que les
récepteurs 5-HTap et 5-HT,p» soient exprimés dans les neurones sensoriels RF du
ganglion abdominal. Suite a I’application de 5-HT au niveau des RF, on enregistre une
inhibition de I’activité neuronale de ces cellules faisant partie du circuit impliqué dans le
contréle du réflexe de retrait du siphon (Storozhuk & Castellucci, 1999b). 1l faudra
confirmer que I’inhibition de I’activité neuronale des RF par la 5-HT est induite par une
inhibition de ’activité de I’adénylate cyclase, suite a la liaison aux récepteurs 5-HT,p; et

5-HTap.

Fait intéressant, ’expression de 1’'un ou 'autre de ces récepteurs n’était pas
homogéne dans les grappes de cellules sensorielles, allant contre le dogme de
I’homogénéité des neurones sensoriels d’une méme grappe. Par conséquent, nous
pensons que l’état d’excitabilité des neurones sensoriels varie selon la nature des
protéines exprimées a la surface de ces cellules. L’application de 5-HT entraine

normalement une facilitation de ces multiples neurones sensoriels. Comme I’a démontré
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Figure 5.2- Représentation schématique des réles potentiels des récepteurs 2 5S-HT dans la modulation des
propriétés neuronales chez I’aplysie. La synapsc SN-MN impliquée dans les réflexes de retrait est utiliséc comme
excmple. Aprés stimulation, les interncuroncs sérotoninergiques facilitateurs relichent de la 5-HT qui va lier des
récepteurs (5-HTyepg). La réponse finale dans le circuit dépendra de la nature des récepteurs ct des molécules de
signalisation cxprimés dans chaque cellule. La liaison de la 5-HT & un récepteur couplé a G, stimulc I’adénylate
cyclase (AC; cascade cn rose). L’activation de I’AC augmentc la concentration cn AMPc et induit unc activation de la
protéine kinase A (PKA; activation indiquéc par 1 pleine). Unc fois activée, la PKA peut phosphoryler ct modificr de
maniérc covalente plusicurs cibles potenticlles, incluant des composantes de la machineric d’exocytose, pour
augmenter [’accessibilité et la reldche de neurotransmetteurs. Suite & unc stimulation répétée, PKA peut recruter des
kinascs régulées par des signaux extracellulaires (ERK, MAPK), ct il y a translocation au noyau ol PKA phosphoryle
CREB (protéines liant les éléments de réponsc a I’AMPc). La phosphorylation par les ERK du répresscur CREB-2
inhibe sont action sur CREB-1a. La phosphorylation dc CREB-1a induit la transcription dc génes précoces et tardifs
essenticls a la croissance de nouvelles synapses ct a la relache soutenuc de neurotransmetteurs. Les RCPG couplés a
G, peuvent également activer les ERK par transactivation (cascade en bleuc) des récepteurs aux tyrosines kinases ou
Trk (c.g., ApTrkl) ou par activation directe de la cascade ERK. Pour inhiber la reliche de 5-HT des interncuroncs, les
RCPG couplés a G, peuvent jouer le réle d’autorécepteur présynaptique (inhibition indiquée par ). Lorsque ces
récepteurs sont exprimés a la surface de ncurones scnsoricls, on s’attend 4 unc inhibition de I’activité de la cyclasc et
une réponsc négative au nivcau de la cascade en générale (cascade cn rouge). Sous certaines conditions comme la
reliche soutenue de 5-HT, les RCPG couplés 4 G, pourraient complémenter 1’activation des ERK par transactivation
des Trk ou par activation dirccte des composantes de la cascade ERK. En plus des cascades de signalisation PKA
dépendante, la 5-HT peut également activer des cascades phospholipase C (PLC)-PKC dépendante (cascade beige).
Les RCPG couplés a G, activent la PLC pour produire du diacylglycérol (DAG) et de I’inositol-1,4,5-triphosphate
(IP3). 1P, solublc dans I’cau, diffuse dans le cytoplasme. Il lie des récepteurs sur le reticulum endoplasmique pour
provoquer la reliche de Ca”" des réscrves internes. DAG reste 4 la membrane pour activer Ia protéine kinase C (PKC).
Les RCPG couplés a G, sont également capables d’activer les ERK. Pour simplificr le schéma, on n’a pas représenté
les ERK potenticllement activées. La relache de neurotransmetteurs peut également dépendre de d’autres facteurs
(c.g., PKC, Ca’"; fleches grises). Les interactions spéculatives sont représentées par un trait pointillé (- - -). Figurce
adaptée de Barbas ct al. (2003).
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Pineda et al. (2004), il semble essentiel de maintenir un équilibre au niveau de la
concentration en AMPc pour établir la mémoire. La présence des récepteurs 5-HTap et
5-HTyp2 dans les cellules sensorielles supportent I’hypothése qu’il faut des molécules
stimulatrices et inhibitrices de 1’adénylate cyclase pour maintenir une signalisation
optimale dépendante de la concentration en AMPc. La contrainte inhibitrice est
essentielle pour maintenir la spécificité synaptique de la plasticité neuronale observée
durant la mémoire (Mansuy, 2004). De plus, I’expression de ces récepteurs & la surface
de neurones sensoriels permettrait une réponse inhibitrice sur I’activité neuronale de ces
cellules, induite par une reldche de 5-HT qui est généralement attribuée aux voies

polysynaptiques et impliquant des interneurones (Barbas et al., 2003).

Nous avons confirmé par hybridation in situ ’expression du récepteur 5-HTap
dans les «bag cells». Ces cellules regoivent des projections sérotoninergiques provenant
des ganglions cérébraux et du ganglion abdominal (McPherson & Blankenship, 1991).
Normalement, on observe une inhibition de ’activité neuronale soutenue de ces cellules
durant la ponte des ceufs suite & I’application de 5-HT. Les concentrations nécessaires
pour induire cette inhibition par la 5-HT, également par 1’agoniste 5-CT, respectent les
niveaux d’affinité observés du récepteur 5-HT,p, pour ces ligands. Cette réponse est
renversée par 1’ajout de méthiothépine. Par conséquent, & cause de la présence de
’ARNm et des concentrations nécessaires d’agonistes (5-HT et 5-CT) pour induire cette
inhibition de I’activité soutenue, on peut spéculer que le récepteur 5-HT,p est
normalement présent dans ces cellules neuroendocriniennes pour conserver le niveau

d’AMPc bas et éviter que la décharge de ces neurones ne soit déclenchée inopinément
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dans des périodes en dehors de celles ou I’on constate une ponte des ceufs. Une
hypothése également postulée est que les voies sérotoninergiques, qui sont grandement
impliquées dans la modulation des circuits sensoriels de I’animal, empéchent I’aplysie
de pondre des ceufs lorsque I’animal est vulnérable, durant un danger potentiel. Ainsi, on
observerait également un mécanisme de défense dont la réponse serait modifiée par la
relache de 5-HT. Par contre, personne n’a démontré pour I’instant que la 5-HT induit bel
et bien une diminution de la concentration en AMPc dans ces cellules

neuroendocriniennes.

5.2.2 Activation de cascades moléculaires par les récepteurs S-HTp1-ap2

Plusieurs récepteurs liant divers neurotransmetteurs peuvent également moduler
activation de canaux ioniques par les protéines G. Les mécanismes impliqués dans
cette activation sont mieux caractérisés pour les RCPG couplés a Gi. Le récepteur 5-
HT;» mammifére active spécifiquement des canaux induisant un courant entrant
rectificateur de K* dans les neurones (Ehrengruber et al., 1997), ou inhibe des canaux
Ca™ voltage dépendants (Lembo et al., 1997). Chez I’aplysie, il a été montré que la 5-
HT module la réponse des canaux K* et Ca>* (Klein & Kandel, 1980; Siegelbaum et al.,
1982, Benson & Levitan, 1983; Shuster et al., 1991; Braha et al., 1993; Sugita et al.,
1994). Cette régulation semble étre dépendante de I’activation de PKA et/ou PKC.
Malgré ces observations, il est également probable que les récepteurs 5-HTap1-ap2
puissent moduler directement des canaux ioniques, comme chez les mammiféres,

indépendamment de 1’activation d’effecteurs en aval de son activation, et donc étre
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impliqués dans ces mécanismes de modulation de la régulation de la transmission

synaptique qui se produit durant la modification de comportements chez I’aplysie.

Les RCPG ont longtemps été considérés comme des molécules activant des
cascades paralleles dépendamment de la nature du couplage aux protéines G. De plus en
plus d’évidences dans la littérature suggérent que ces cascades ne sont pas
indépendantes I'une de P’autre et qu’il existe plusieurs points d’interaction entre
récepteurs et protéines, donc plusieurs niveaux de chevauchement entre ces cascades
(Figure 5.2). Chez I’aplysie, on observe une activation des MAPK (ou ERK) durant la
plasticité synaptique a long terme (Martin et al., 1997b; Zhang et al., 1997). Purcell et al.
(2003) observerent que ’activité tyrosine kinase est essentielle a 1’induction de la
facilitation a long terme par la 5-HT dans la synapse SN-MN et durant la sensibilisation
a long terme induite par un choc sur la queue. De plus, Ormond et al. (2004)
démontrérent que la 5-HT active ApTrkl, un récepteur a tyrosine kinase (RTK), qui a
son tour active la voie des ERK. L’inhibition de 1’activation de ApTrkl avec un
inhibiteur des récepteurs a tyrosine kinase ou en utilisant de I’ARN double brin (ARN
interférence) contre ApTrkl bloque I’activation des ERK par la 5-HT appliquée au corps
cellulaire et inhibe la facilitation dans le neurone en entier, soit a toutes les synapses.
Ainsi, la 5-HT semble induire I’activation de RTK dans les neurones sensoriels de
’aplysie, comme D’avait suggéré Barbas et al. (2003) (Figure 5.2). Jusqu’a tout
récemment, on pensait que l’activation des RCPG et des RTK par des messagers
extracellulaires était indépendante. De plus en plus d’évidences démontrent qu’ils

existent des interactions complexes entre ces protéines, c’est-a-dire une transactivation
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des RTK par les RCPG (Linseman et al., 1995; Luttrell et al., 1997; Eguchi et al., 1998;
Herrlich et al., 1998). Par conséquent, la convergence entre les RCPG et les RTK permet
une intégration des signaux extracellulaires sur la cascade des MAPK. D’autres
mécanismes impliquant une interaction entre la B-arrestine et les composantes de la
cascade ERK suite a I’activation des RCPG et leur désensibilisation, peuvent également
étre impliqués (Lowes et al., 2002; Luttrell, 2002). Gutkind (1998) publia un article
répertoriant la contribution de plusieurs sous unités Ga (Gos, Ga; et Gag) et Gy dans
I’activation des voies MAPK. Il est donc devenu apparent que les RCPG peuvent activer
les ERK via plusieurs effecteurs intracellulaires (PKA, PKC, Ca®*, phosphatidylinositol
3-kinase ou PI3K) ou via les protéines Go et GBy. A la lumiére de ces résultats
répertoriés dans la littérature, il est tentant de suggérer que I’'une des maniéres
d’accroitre ’intensité et de maintenir la formation de la mémoire chez I’aplysie est a
travers 1’activation des MAPK par la 5-HT suite a la liaison de ce neurotransmetteur a de
multiples RCPG sérotoninergiques exprimés a la surface cellulaire (Figure 5.2). Ainsi,
suite & une reldche suffisante de 5-HT pour induire une facilitation a long terme, il y
aurait liaison et activation des récepteurs 5-HT,p et potenticllement de d’autres
récepteurs a 5-HT exprimés a la surface du méme neurone (5-HTap1, " 5-HTapac, ApS-
HTgy), ce qui provoquerait ’activation des cascades biochimiques convergentes vers
Pactivation des MAPK, étape limitante pour I’induction de la plasticité synaptique a

long terme.

Egalement, la facilitation synaptique induite par une longue exposition a la 5-HT

requiert une activation des voies PKA dépendantes a court et long terme et une
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stimulation des voies PKC dépendantes & long terme (Braha et al., 1990; Hochner &
Kandel, 1992; Sugita et al., 1992). En plus de I’activation des voies MAPK, il y a donc
une contrainte PKC dépendante durant la facilitation a long terme et possiblement une
inhibition ou une atténuation de 1’importance des voies PKA dépendantes. Sugita et al.
(1997) montrérent que I’activation de PKC par le phorbol ester atténue spécifiquement
certains aspects de 1’activation par la 5-HT de la cascade AMPc/PKA. Nous proposons
donc que Pactivation de récepteurs comme 5-HT,p, couplés a Goy, et de récepteurs
couplés a Gag, comme le récepteur Ap5-HTgs, peut contribuer également a la diminution
de Defficacité de signalisation de la cascade AMPc/PKA et a l’augmentation des

réponses PKC dépendantes.

Tous ces mécanismes d’action impliquent donc des interactions entre voies de
signalisation. Un concept émergeant de plus en plus dans la littérature est I’interaction
possible entre divers RCPG au niveau des récepteurs mémes et de la diversité de
signalisation de ce type de protéines. Il a été démontré que la phosphorylation par PKA
de certains RCPG changeait leur affinité pour certaines protéines G, donc modifiait leur
couplage a certains seconds messagers. Par exemple, suite 4 la phosphorylation du
récepteur f-adrénergique, cette protéine change son couplage de Gas a Go; (Daaka et
al., 1997, Zamah et al., 2002). Nous avons démontré que le récepteur 5-HTap était
capable de se coupler a G; et G, (Barbas et al., 2002). Il faudra déterminer si cette
capacité de couplage multiple du récepteur 5-HT,p, est retrouvée dans des conditions

natives et déterminer si ce changement de couplage et d’activation de voies de
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signalisation est modulé par I’état de phosphorylation du récepteur puisque celui-ci

posséde des sites potentiels de phosphorylation.

L’hétérodimérisation des RCPG ouvre également la porte 4 une multitude de
possibilité quant a la diversité des profils pharmacologiques engendrés (pour une revue
de la littérature, voir Bouvier, 2001; Angers et al., 2002). Les récepteurs a 5-HT sont
capables de former des homodiméres lorsque exprimés seuls ou des hétérodimeéres
lorsque co-exprimés (Xie et al., 1999; Lee et al., 2000b). Cette possibilité d’association
entre divers récepteurs a 5-HT entre eux et avec d’autres types de récepteurs exprimés
dans les mémes cellules (par exemple des récepteurs a DA) suggére la présence
d’interactions non seulement au niveau des divers seconds messagers, mais également
au niveau des récepteurs impliqués dans la modulation de la mémoire et de
Papprentissage. Pour I’instant, nous pouvons seulement affirmer que le récepteur 5-
HT,p2 semble étre capable d’homodimériser et possiblement d’oligodimériser lorsque
exprimé dans des cellules HEK 293. I sera donc intéressant d’observer la capacité de ce
récepteur a interagir avec d’autres RCPG et comprendre sa diversité de fonctions induite
par I’hétérodimérisation dans la modulation de la mémoire et de 1’apprentissage chez

’aplysie.

5.2.3 Roles physiologiques potentiels du récepteur Apg,p

Par son expression dans le SNC d’aplysie, le récepteur Apgopi représente donc un

candidat intéressant pour la modulation des réflexes de défense. Quelques neurones,
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dont LP1 et R2, furent identifiés sous la base de leurs réponses excitatrices observées
suivant I’application de DA. Le récepteur Apgopi pourrait donc étre impliqué dans ces
cellules lors de la stimulation de I’adénylate cyclase par la DA. Un autre comportement
physiologique intéressant est la prévention de I’habituation de la branchie par la
dopamine. Etant donné son expression dans le SNC, I’activation du récepteur Apgopt
pourrait permettre de maintenir une activité suffisante des neurones projetant vers la
branchie, provenant notamment du ganglion abdominal, pour inhiber 1’habituation du
retrait de la branchie. Par exemple, le récepteur Apgopi pourrait permettre I’augmentation
de D’efficacité de la transmission synaptique du neurone moteur L7 vers la branchie
(Ruben & Lukowiak, 1983). Comme nous n’avons pas détecté la protéine dans la
branchie, le récepteur Apgopi ne serait pas impliqué dans ’activation de la cyclase par la
DA dans cet organe, qui normalement entraine une contraction de ce tissu. Evidemment,
il faudra déterminer spécifiquement la localisation de I’expression du récepteur Apgop

pour éventuellement vérifier ces hypothéses.

Sur des extraits de membranes plasmiques, nous avons détecté la protéine dans le
ganglion buccal. De plus, par immunocytochimie, des collaborateurs ont non seulement
montré que le récepteur Apgop1 €st bel et bien exprimé dans les ganglions buccaux,
particulierement au niveau de la neuropile (Figure 5.3; travaux du Dr.Habib Mohamed
dans le laboratoir du Dr.John H. Byrne, W. M. Keck Center for the Neurobiology of
Learning and Memory, Department of Neurobiology and Anatomy, The University of
Texas Medical School at Houston, Houston, Texas), mais également dans le neurone

B51. Par conséquent, nous pensons que le récepteur Apgep serait impliqué dans la
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Figure 5.3- Expression du récepteur Apgop1 dans la neuropile des ganglions buccaux
de Paplysie. Immunocytochimie a 1’aide de ’anticorps anti-Apgep sur des coupes d’un
ganglion buccal. Forte expression du récepteur au niveau de la neuropile, suggérant une
localisation préférentielle au niveau des axones. Travaux effectués par le Dr.Habib
Mohamed dans le laboratoire du Dr. John H. Byme (W. M. Keck Center for the
Neurobiology of Learning and Memory, Department of Neurobiology and Anatomy,

The University of Texas Medical School at Houston, Houston, Texas).
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modulation du conditionnement instrumental au niveau du neurone B51. La
caractérisation de cette protéine nous permettra d’explorer le réle de la DA comme
signal de renforcement général, notamment pour le passage de la mémoire court terme a

long terme.

5.3 Perspectives

Le travail accompli et présenté dans cet ouvrage nous a permis d’identifier de
nouveaux récepteurs et débuter leur caractérisation moléculaire, pharmacologique et
physiologique. Plusieurs facettes des récepteurs identifiés jusqu’a maintenant restent a
étre étudiées. Les sections suivantes proposent une série d’expériences qui se résume en
ces points :

1) Clonage du récepteur 5-HTpac

2) Caractérisation physiologique des neurones 5-HTap)-ap2 €t Apdop1 pOSsitifs

3) Inhibition de I’expression de ces récepteurs dans le SNC

4) Participation au projet de séquengage du génome de I’aplysie.

5.3.1 Clonage de récepteurs a 5S-HT couplés positivement a 1’adénylate

cyclase

L’objectif initial de ce projet de doctorat était de poursuivre le criblage de la

banque d’ADNc du SNC d’aplysie dans le but de cloner un récepteur a 5-HT couplé &
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G,. Evidemment, tel que documenté précédemment, il semble que I’amplification par
PCR avec les oligonucléotides utilisés favorisent 1’identification de récepteurs & 5-HT
couplés a G;. Il reste que pour comprendre le rdle de la 5-HT dans la modulation de la
plasticité synaptique, ’identification de ce type de récepteur activateur de 1’adénylate
cyclase reste une priorité. Grice au clonage des récepteurs 5-HTap1, 5-HT,p et Apdop1,
nous pouvons €liminer ces séquences lors de nos criblages et se concentrer sur de
nouveaux clones. De plus, nous pourrions également effectuer nos amplifications & partir
de cellules ot nous observons que la 5-HT active 1’adénylate cyclase et augmente la
concentration de I’AMPc. Nous suggérons par exemple les cellules sensorielles du
ganglion pleural (les VC) qui par I’identification facile, le nombre important de neurones
et leur accessibilité en font des candidates intéressantes. Il suffirait de reverse transcrire
PARNm de ces cellules et ensuite d’utiliser nos amorces pour amplifier tous les
récepteurs a 5-HT contenus dans ces cellules. Une fois les produits de PCR clonés, nous
pourrions éliminer les clones correspondants aux récepteurs déja identifiés, par
buvardage de type Southern, pour se concentrer uniquement sur les nouvelles cibles. I
reste que cette approche n’est pas garante de succes et il faudra attendre le séquengage

du génome de I’aplysie pour obtenir des clones rapidement.

5.3.2 Caractérisation des cellules 5-HT,p;, 5S-HT,; et Apy,p positives
Le clonage du récepteur 5-HT,p; et la cartographie d’expression des récepteurs 5-
HTgp1 et 5-HTap permettent de nous attaquer maintenant aux rdles physiologiques de ces

deux protéines. L’une des premiéres étapes est tout simplement d’effectuer des



3.3Perspectives 205

enregistrements €lectrophysiologiques pour déterminer dans des cellules exprimant ces
protéines les effets produis par la 5-HT sur I’état d’excitabilité de ces cellules. Il sera
¢galement important de déterminer en paralléle, dans des neurones d’aplysie
microinjectés avec des vecteurs permettant ’expression des récepteurs 5-HTap1 et 5-
HTapa, si les profils pharmacologiques observés en systéme hétérologue correspondent
avec ce qu’on aura noté dans des conditions physiologiques. Il est connu que les
conditions ioniques des sels utilisés pour constituer les milieux de culture de cellules
d’aplysie affectent la liaison de certains ligands pour les divers récepteurs, le plus
souvent en diminuant leur efficacité (Cohen et al., 2003). De plus, certaines de ces
drogues ne peuvent étre manipulées dans ces conditions puisqu’elles précipitent
rapidement. ]l faudra donc déterminer comment les données pharmacologiques obtenues
dans des milieux de faibles forces ioniques reflétent I’efficacité des ligands
sérotoninergiques dans des conditions de grandes forces ioniques des milieux salins

physiologiques de I’aplysie.

Pour le récepteur Apgep, il faudra déterminer sa localisation par
immunocytochimie puisque la localisation de I’ARNm, soit par RT-PCR ou par
hybridation in situ, semble pour I’instant impossible. Cette cartographie sera cruciale
pour éventuellement pouvoir identifier ses roles physiologiques. De plus il sera
intéressant d’observer la présence de ce récepteur dans des neurones particuliers du
SNC, comme R2 et LP1, pour pouvoir déterminer si ce récepteur est impliqué dans la

modulation de la mémoire et I’apprentissage chez I’aplysie.
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5.3.3 Inhibition de I’expression des RCPG clonés chez I’aplysie

Jusqu’a maintenant, nous ne pouvons qu’avancer des hypothéses quant & la
fonction des récepteurs clonés chez 1’aplysie. Nous ne possédons aucune indication
directe concernant leurs réles physiologiques ainsi que les cascades moléculaires
activées par ces protéines. L’une des approches traditionnelles pour résoudre ces
questions est ’invalidation de géne. Ainsi, en éliminant I’expression d’une protéine, on
arrive a obtenir de I’information quant a ses fonctions physiologiques dans un contexte
endogéne. L’un des problemes majeurs chez I’aplysie est la difficulté d’obtenir des
mollusques déficients pour certains génes en utilisant les techniques traditionnelles
comme la recombinaison homologue. Cette difficulté provient de 1’aspect polyploide des
noyaux (Kandel, 1979). Par conséquent, il serait difficile d’invalider toutes les copies du
géne ciblé. Les chercheurs utilisant 1’aplysie comme modéle d’étude se sont plutdt
tourner vers Putilisation d’oligonucléotides antisenses pour inhiber 1’expression de
protéines. La grande perméabilité des neurones d’aplysie a ce type de molécules permet
par exemple simplement de mettre les cellules en culture dans un milieu contenant les
oligonucléotides antisenses pour que ceux-ci pénétrent dans les cellules (Martin et al.,
1995). La capacit¢ de microinjecter facilement les neurones permet également
d’invalider des genes de cellules spécifiques dans un contexte ou le circuit neuronal est
maintenu directement dans un ganglion en culture. Par contre, de plus en plus de
scientifiques utilisent des fragments d’ARN double-brin (ARNdb), technique appelée

ARN interférence, pour venir interférer avec I’expression d’un géne. Cette technique
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s’avere moins colteuse et permet la dégradation de tous les messagers contenant la
séquence ciblée. L'interférence par I’ARN (ARNi) est un processus post-
transcriptionnel, déclenché par l'introduction d'’ARN double-brin, qui meéne a
I'inactivation ou I’invalidation d'un géne de maniére séquence spécifique. L’ ARNi est un
phénoméne naturel qui a été décrit dans divers organismes tels que les nématodes, les
trypanosomes, les plantes et les champignons (Carthew, 2001). Il sert probablement a
protéger ces organismes des virus, & moduler l'activité des transposons et a éliminer des
produits de transcription aberrants. Plus spécifiquement, des études sur le nématode
Caenorhabditis elegans ont permis de mettre en évidence le phénoméne d’ARN;i par
I'introduction d'ARNdb dans les cellules du ver, ce qui réduisait spécifiquement
I'expression de protéines (Fire et al., 1998). L'ARNI est l'une des découvertes les plus
excitantes de cette décade en génomique fonctionnelle. Cette approche est en train de
devenir rapidement une méthode de premier plan pour analyser la fonction des génes

chez les eucaryotes.

De plus en plus de chercheurs utilisent des fragments d’ARNdb pour invalider
des génes chez I’aplysie (Lee et al., 2001; Ormond et al., 2004). Lee et al. (2001)
démontrérent que I’efficacité d’inhibition est plus grande en utilisant des fragments
d’ARNdb qu’en utilisant un oligonucléotide antisense classique sur des neurones
d’aplysie en culture. Par conséquent, on peut envisager 1’utilisation d’ ARNi pour inhiber
I’expression des divers récepteurs sérotoninergiques (5-HTap1, 5-HTap et ApS-HTpg)) et
du récepteur Apgopi dans le SNC d’aplysie pour déterminer non seulement leur

contribution a des phénoménes comme la plasticité synaptique, mais également
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identifier les cascades moléculaires activées par ces protéines. L’une des techniques
possibles, en plus de la microinjection, serait de faire baigner les neurones ciblés en
culture dans un milieu contenant les ARNdb choisis et de déterminer si, comme les
antisenses, ceux-ci pénétrent dans les cellules. De plus, nous pourrions déterminer si des
petits fragments d’ARNdb fluorescents pourraient diffuser dans le SNC en injectant
ceux-ci directement dans les connectifs ou divers nerfs reliant les ganglions.
Evidemment, concernant les récepteurs 5-HT,p; et 5-HT.p2, maintenant que I’on connait
les neurones exprimant ces récepteurs, il est plus facile d’envisager ce type d’études et

de combiner ces expériences d’ ARNi avec des enregistrements électrophysiologiques.

Etant donné que nous possédons des résultats préliminaires concernant
I'expression du récepteur Apgop1 dans le neurone B51 des ganglions buccaux (Figure
5.4), il devient une priorité de tenter d’invalider I’expression de cette protéine par ARNi
pour tenter de déterminer le role de ce récepteur dans cette cellule. Une alternative
méthodologique serait également d’utiliser 1’anticorps anti-Apgp comme peptide
antagoniste pour inhiber son activation. Nous savons que le conditionnement classique
entraine une augmentation du seuil d’excitabilité de B51 (Lorenzetti et al., 2004) et que
dans le cas du conditionnement instrumental, on observe le phénomeéne inverse (Brembs
et al., 2002; Brembs, 2003). Le neurone B51 devient donc une cellule sur laquelle on
peut comparer directement la différence entre les mécanismes responsables du
conditionnement classique et instrumental, mécanismes dépendants de la DA. Ainsi, le
récepteur Apgopr pourrait moduler ces types de mémoire associative de maniéres

différentes pour en conférer les propriétés particuliéres.
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Figure 5.4- Localisation du neurone B51 dans le ganglion buccal. (A) Représentation
schématique d’un ganglion buccal. La position des neurones et de nerfs est indiquée.
Ilustration inspirée de Plummer & Kirk (1990). (B) Reconstruction des projections des
neurones B51 (corps cellulaires en noir indiqués par les fleches) de chaque ganglion
buccal. En gris péle, on remarque la présence de projections de neurones faisant contact

avec B51. Image adaptée de Evans & Cropper (1998).
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5.3.4 Séquencage du génome de I’aplysie

L’avenir quant a I’utilisation de I’aplysie comme modeéle d’étude sur la plasticité
synaptique réside dans le séquengage du génome de cet invertébré. Ce projet
d’envergure est en ce moment en cours (Moroz et al., 2004). Jusqu’a maintenant,
I’élément limitant quant & I’utilisation de cet invertébré pour des études moléculaires est
le manque d’information génomique. Ce consortium a pour I’instant séquencé 200 000
EST, soit environ 60 000 séquences uniques. Ils ont noté environ 4900 genes avec des
orthologues connus chez d’autres organismes. Ce projet permettra non seulement
d’établir ’aplysie comme modéle d’étude cellulaire neurogénomique mais également
d’accélérer le processus d’élucidation des cascades moléculaires impliquées dans la
modulation de la mémoire et de I’apprentissage. Nous pourrons par la suite passer a des
travaux de protéomiques d’envergure ce qui nous permettra de travailler avec une
grande quantité de génes simultanément. De plus, nous posséderons un outil essentiel
nous permettant non seulement [’utilisation d’outils bioinformatiques d’analyse de
séquences, mais également nous pourrons ainsi consulter cette base de données future
pour connaitre la structure primaire de protéines cibles. Nous n’aurons plus a criblé des
banques d’ADNc, cloner des transcrits par RT-PCR ou directement du génomique, pour
identifier de nouveaux récepteurs impliqués dans la mémoire. Ainsi, la faible abondance
de certains ARNm ne sera plus un probléme pour identifier les RCPG d’intérét. Pour
Pinstant, nous pourrions vérifier si les séquences des récepteurs & 5-HT et DA connues
jusqu’a maintenant se retrouvent bel et bien dans les 4900 génes identifiés. De plus,

nous pourrions chercher parmi ces 4900 génes des séquences similaires pour tenter
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d’identifier des geénes candidats codant potentiellement pour de nouveaux RCPG

sérotoninergiques et dopaminergiques.

Nous n’avons pas compléter la caractérisation moléculaire des clone 3 et 4 de
notre criblage initial (Figure 5.1B). Pour I’instant, par comparaison de la séquence
connue pour ces deux clones avec celle des récepteurs a 5-HT identifiés dans la
littérature, il semble que ces clones soient similaires aux récepteurs 5-HT,.s, soit des
récepteurs de type inhibiteur de 1’adénylate cyclase. Il serait intéressant d’analyser si,
dans les 4900 geénes identifiés, ces deux fragments n’y sont pas présents et ainsi
compléter leur séquence pour pouvoir en analyser leur structure primaire. La taille de la
troisieme boucle intracellulaire et de la queue C-terminal sont des éléments qui
pourraient nous indiquer la nature du couplage a une protéine G de ces deux récepteurs

potentiels.

5.4 Conclusions

L’étude du fonctionnement du cerveau est toujours aujourd’hui un sujet de
recherche qui fascine un grand nombre de scientifiques. La capacité des animaux a
modifier leurs comportements suivant un processus d’apprentissage, capacité atteignant
son paroxysme chez I’étre humain, est I'un des aspects les plus remarquables du
fonctionnement du cerveau. La recherche en neuroscience commence a apporter des

€léments de réponse sur le fonctionnement des mécanismes de stockage de I’information
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des différents types de mémoire. L’utilisation des invertébrés pour comprendre les
mécanismes cellulaires et moléculaires de la mémoire a grandement contribué a
'avancement de nos connaissances. Ces recherches montrent que les mécanismes
moléculaires de base opérant dans le cerveau des mammiféres pour modifier I’efficacité
synaptique sont trés similaires & ceux qui sont responsables de la formation de la
mémoire chez les invertébrés. L’utilisation de la limace de mer appelée Aplysia
californica a permis de démontrer que I’apprentissage produit des changements dans la
force d’interaction des connections synaptiques, que le passage de la mémoire a court
terme vers le long terme nécessite la transcription et la traduction de génes, que la
mémoire & long terme nécessite la croissance de nouvelles synapses et finalement
I’identification de molécules essentielles dans Iactivation, la régulation et la maintien de

la mémoire.

La 5-HT déclenche une cascade d’événements, suite a la liaison sur des
récepteurs membranaires, a la base de la modulation synaptique dans ’apprentissage et
la mémoire chez I’aplysie. Du point du vue physiologique, I’identification de nouveaux
récepteurs sérotoninergiques exprimés dans le SNC de I’aplysie permettra une
progression énorme dans I’élucidation des mécanismes de régulation de la cascade
AMPc dépendante. Egalement, par ces propriétés pharmacologiques et son expression
dans le SNC, le clonage d’un récepteur dopaminergique vient rajouter un candidat
intéressant potentiellement impliqué dans la modulation de la mémoire et de
I"apprentissage de I’aplysie. Sa capacité a stimuler I’adénylate cyclase suite a la liaison

de 5-HT ouvre la possibilité que se ne soit pas uniquement un récepteur sérotoninergique
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qui soit I’élément déclencheur d’une cascade moléculaire & la base des modifications
synaptiques dans les neurones sensoriels. De plus, il est assez évident que la dopamine
est impliquée dans les systémes de récompense et de renforcement du cerveau. De
nouvelles évidences démontrent que la dopamine est également essentielle dans ces
processus chez ’aplysie. L’identification d’un récepteur dopaminergique exprimé dans
les ganglions et neurones impliqués dans ces phénoménes nous permettra d’établir un
modele plus précis des cascades moléculaires activées par la dopamine. Nos travaux
permettront, aux scientifiques utilisant I’aplysie comme modéle, de posséder une
meilleure connaissance des récepteurs exprimés a la surface des neurones, de connaitre
I'interaction entre les neurotransmetteurs qui activent les cascades moléculaires a la base
de la mémoire et de I’apprentissage, mais également de posséder des outils
pharmacologiques et moléculaires pouvant moduler I’activité de ces protéines pour

comprendre comment ces neurotransmetteurs agissent.
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The neurotransmitter serotonin (5-HT) plays an important role In

memory encoding In Aplysia. Early evidence

showed that durlng sensitization, 5-HT actlvates a cycic AMP-proteln kinase A (cAMP-PKA)-dependent pathway
within specific sensory neurons (SNs), which Increases thelr excltabificy and faclilzates synaptic ransmisslon onto
thelr follower motor netrons (MNs}. However, recent data suggest that serotonergic modulation durlng sensltization
Is more complex and diverse. The neuronal creults medlating defensive reflexes contaln a number of Interneurons
thar respond to 5-HT In ways opposite to those of the SNs, showing a decrease In exdtabllity and/or synaptic
depression. Moreover, In addition 1o acting through a cAMP-PKA pathway within SNs, 5-HT is also apable of

activating a varlety of other proteln kinases such as proteln

kinase C, extracellutar signal-regulated kinases, and

tyrosine kinases. This diversity of 5-HT responses during sensitlzatlon suppests the presenice of multiple 5-HT
receptor subtypes within the Apiysia central nervous system. Four 5-HT receptors have been cloned and characterized
to date. Although several others probably remain to be characterized In molecular terms, especially the Gs-coupled

-HT receptor capable of activating cAMP-PKA pathways,
action during learning In Aplysia can now be addressed fron

The marine mollusk Aplysia has proven to be a powerful model
system for the study of learning and memory. This animal dis-
plays several simple forms of nonassociative learning, such as
habituation, dishabituation, and sensitization (Pinsker et al.
1970, 1973; Carew et al, 1971), but also more complex forms of
associative leaming such as classical, operant, and fear condition-
ing (Carew et al. 1981, 1983; Walters et al. 1981; Lechner et al,
2000a,b; Brembs et ai. 2002). The strength of this model system
arises from the relative simplicity of its central nervous system
(CNS), which contains 2 small number of neurons, some of
which are well characterized both morphologically and electro-
physiologically. Thus, one can study a specific synaptic connec-
tlon in different animals subjected to a wide varlety of behavioral
training protocols. For this reason, it has been possible to dis-
cover many of the mechanisms of learning and memory in this
animal at the behavioral, cellular, and molecular levels, and pro-
vide direct evidence that certatn forms of learning rely on the
plasticity of individual synaptic connections (for review, see Kan-
del 2001).

One of the best characterized forms of learning in Aplysta is
sensitization, in which a noxious stimulus facilitates an animal’s
pre-existing response to the presentation of another fnnocuous
stimulus. It has been most thoroughly studied in the defensive
reflex responses of Aplysia. For example, a mild tactile stimulus
applied to the tail evokes the retraction of respiratory organs (glil
and siphon) inside the mantle cavity situated on the back of the
animal. The strength and duration of this reflex can be enhanced
by a noxious electrical stimulation applied to the tail, the head,

*Correspondin author..
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the multiplicity of serotonerglc mechanisms recrulted Into
't 3 molecular point of view.

or the body wall. Memory for this form of sensitization relies at
least in part on the strengthening of sensory neuron (SN) to
motor neuron (MN) transmission, namely, increase in SN excit-
ability and factlitation of SN-MN synapses. A large amount of
experimental data suggests that SN-MN synaptic plasticity de-
pends on the release of the neurotransmitter 5.-HT within the
Aplysia CNS during sensitlzation training (Brunelli et al. 1976;
Mackey et al. 1989; Marinesco and Carew 2002). 1t is belfeved
that 5-HT activates cyclic adenosine 3":5"-monophosphate-pro-
tein kinase A (cAMP-PKA)-dependent biochemical cascades
within SNs, leading to enhanced SN-MN transmission (Brunellf
et al. 1976; Castellucc] et al. 1980, 1982; Bernier et al. 1982,
Abrams et al. 1984; Ocorr and Byrne 1985; Ocorr et al. 1986;
Ghirardi et al. 1992; Klein 1993), Hotwever, it has become clear
that memory processes in Aplysia involve more than the activa-
tion of cAMP-PKA pathways within SNs. In particular, it has been
demonstrated that in addition to modulating SN-MN transmis-
sion, 5-HT also acts on several other neuronal cell types within
the defensive reflex circuits, and that these actions may involve
multiple 5-HT receptor subtypes. In this review, we first summa-
tize the experimental evidence supporting the existence of sev-
eral serotonergic processes during sensitization. We then review
the available data on the different 5-HT receptor subtypes ex-
pressed in Aplysia tissues and discuss thelr possible involvement
intlearning and memory,

The Role of 5-HT in Memory and Synaptic Facilitation
in Aplysla

The role of 5-HT in sensitization was first suggested in a series of
papers by Brunellt et al. (1976) and Castellucei and Kandel
(1976), who showed that sensitization of the gill-withdrawal re.
flex was correlated with an increase in the amount of transmitter
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released by sensory neurons (SNs) at thelr s¥napses with motor
neurons (MNs), a phenomenon termed presynaptic factlitatton
1Castellucci and Kandel 1976). This phenomenon could be mim-
icked by exogenous application of 5-HT or intraceliular injection
of cAMP, and blocked by the 5.HT antagonist cinanserin (5-HT,
antagonist; Brunelli et al. 1976), and was later shown to be
blocked by cyproheptadine (5-HT,_; antagonist; Mercer et al.
1991). Although the specificity of these drugs for Aplysin 5-HT
receptors has not been fully characterized, these data suggest that
S-HT Is responsible for the presynaptic facilitation observed dur-
ing sensitization.

Constderable experimental work was then devoted to fden.
tifying the serotonergic neurons responsible for presynaptic fa-
cilitation, and determining whether 5-HT was indeed released in
the Aplyskt CNS during sensitization training. Mackey et al.
(1989) showed that a pair of symmetrical 5-HT neurons in the
cerebral ganglion, the CC3 (CB1) cells (see Xin et al. 2001 for
change in nomenclature) were activated by noxtous electrical
stimulation of the tail. Moreover, activation of one CC3 (CBI)
cell by intracellular current injection was sufficient to produce
facilitation of SN-MN synapses as well as spike broadening in SNs
in the abdominal ganglion (Mackey et al. 1989; see also Wright et
al. 1995). However, as Mackey and colleagues point out, CC3
(CB1) modulation of SN-MN transmission was modest and short-
lived compared to modulation by exogenously applied 5.HT,
Moreover, it is not known whether the effects of CC3 (CB1)
stimulation can be blocked by specific 5.HT receptor antagonists,
Thus, the precise role of CC3 (CB1) during sensitization and the
respective effects exerted by 5-HT or by possible cotransmitters
that could be released by this neuron remain to be determined.
Using direct electrochemical methods, Marnesco and Carew
(2002) were able to detect a transient release of 5.HT in the Aply-
st CNS in response to electrical sttmulation of the tail-nerve P9,
an analog of the noxious stimulation of the tail used to produce
sensitization. This release lasted about 3040 sec and peaked
atound 100-200 nM in the neuropil surrounding tall SN-MN
synapses or SN cell bodies (Marinesco and Carew 2002). In.
creased 5-HT levels in the hemolymph have also been detected
during long-term sensitization (Levenson et al. 1999).

For many years, the receptors mediating the actions of 5-HT
during learning remained unknown. The lack of information on
the 5-HT teceptors expressed in the Aplysta CNS has made it
difficult to investigate the role of 5-HT in memory at the behav-
foral level. Indeed, few pharmacological tools are avalable for
accurate manipulation of 5-HT pathways In freely moving ani-
mals. The first and only behavioral study to date was performed
by Glanzman et al. {1989). These authors chemically lesioned the
serotonergic system in Aplpsia using high doses of the neuronal
toxin 5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT). They point out that
lesioned animals showed major behavioral impairment such as
Inability to produce locomotion or attach to a substrate, The
animais nonetheless displayed defensive reflexes susceptible to
habituation. Glanzman and colleagues (1989) observed that dis-
habituation and synaptic factlitation were greatly decreased in
lesioned animals, suggesting that 5-HT release during trafning is
necessary for this form of memory. The effects of this drug on
sensitization were not determined (Glanzman et al. 1589). As we
will discuss below, designing ways to Interfere with specific Aply.
§ta 3-HT receptor subtypes in freely moving animals would allow
confirmation and further exploration of this Important finding.

Modulation of Defensive Reflex Clrcults by 5-HT

During Sensitization
The Aplysia CNS, with its refatively small number of neurons, is
a useful model system for mapping neuronal circuits controlling
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specific aspects of behavior. In this regard, the neuronal circutts
mediating defensive reflexes have been extensively studied. Spe-
cifically, these include the tafl-induced and siphon-induced tail/
siphon withdrawal reflexes (Fig. 1). These reflexes involve three
central ganglia: the pleural, pedal, and abdominal ganglia. A tac-
tile stimulus applied to the tail or siphon activates tail ot siphon
SNs, which excite MNs through monaosynaptic (SN-MN syn-
apses) and polysynaptic pathways (for a more detailed review. see
Cleary et al. 1995; Frost and Kandel 1995). More than 10 types of
interneurons are known to participate in these polysynaptic
pathways between SNs and MNs: (1) L25, R23, L26, and L33 are
recruited during siphon withdrawal reflex and respiratory pump-
Ing (Kanz et al. 1979; Byrne 1983; Eberiy and Pinsker 1984 Frost
and Kandel 1993), (2) L16, 1.29, L30, L33, and L34 mediate s.
phon withdrawal reflex only, and (3) Pl 4 and Pl 17 are involved
in reflex tall withdrawal (Buonomano et al. 1992; Cleary and
Byrne 1993; Xu et al. 1994), Moreover, Pl 17 Is viewed as possibly
providing a linkage between pleural and abdominal reflex cir.
cults (Cleary and Byrne 1993), Four types of interneurons are
excitatory (L25, R25, 1.29, and L34), five are inhibitory (L16, L26,
L30, L33, and I 4), and Pt 17 seems to be excitatory to tall MNs
and inhibitory to tail SNs (Fig. 1; Cleary et al. 1995). When ex-
clratory and inhibitory interneurons are recruited during siphon
reflex retraction, their synaptic potentials sum at the level of
MNs and various interneurons, Although inhibitory Interneu-
rons (L16, L30, Pl 4; see Fig. 1) are present within the circuit,
activation of this polysynaptic pathway usually cesults in a stron.
ger and longer excitation of siphon MNs. Therefore, the role of
polysynaptic pathways fs usually viewed as amplifying and pro-
longing the monosynaptic excitation coming from SNs (Trudeau
and Castellucci 1992; White et al. 1993; Antonov et al, 1999).

Many neutons within this clrcuit are modulated by both
sensitization training and by 5-HT application, Interestingly,
5-HT release in response to tail-nerve shock has been directly
demonstrated in the pleural, pedal, and abdominal ganglia,
which are the sites of the neuronal circuits for reflex tall or si.
phon withdrawal (Martnesco and Carew 2002; Bristol et al.
2003). 5.HT 1s therefore in a position to modulate virtually all of
the neuronal elements involved in this circuit during sensitiza-
tion tralning,

Htzgerald and Carew (1991) and Trudeau and Casteliucci
(1992, 1993) sought to distinguish the modulation of mono- and
polysynaptic pathways during sensitization. They determined
that, whereas monosynaptic SN-MN connections were factlitated
by 5-HT, polysynaptic pathways were usuaily inhibited (Fitzger-
ald and Carew 1991; Trudeau and Castellucci 1992, 1993). At
least four sets of synapses have been shown to be Inhibited by
5-HT (Fig. 1): L16 —~ LE (Storozhuk and Castellucct 1999a), 1.29 —
LES (Frost et al. 1988; Bristol et al. 2001}, L30 - 129 (Frost et al.
1988; Fisher and Carew 1993), and Pl 4 - tall SNs and MNs (Xu
et al. 1995). Some of these synapses (129 — LFS, L30 - [29) can
undergo the same type of modulation during sensitization train.
ing (Frost et al. 1988; Fischer and Carew 1993; Bristol et al. 2001),
Moreover, 5.HT decreases the excltability of P! 4, whereas it usu-
ally enhances excitability in tail and siphon SNs. Finally, the
siphon is innervated by at least four populations of SNs (LE, ILE,
RE, and RF; Frost and Kandel 1995), that can be differentially
modulated by 5-HT. For example, 5-HT Increases LEs’ excitabllity
and facilitates their synapses onto follower fieurons, whereas it
depresses RF synapses (Fig. 1; Storozhuk and Castelluccl 1999b).

5-HT modulation in interneurons is not limited to synaptic
plasticity or excitability changes. The synapses from the inhibi-
tory L30 interneurons onto 129 excltatory interneurons provide
an example of complex modulation that Is mediated both by
S-HT and by sensitization training. These inhibitory synapses
undergo a form of activity-dependent short-term synaptic en-
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Figure T Schematic diagram of the neuronal drcuit mediating tail and siphon withdrawal reflex. Neuronal cell bodies are located in three central
ganglia (pleural, pedal, and abdominal). A tactile stimulus applied to the tail or siphon activates tail (TSN) or siphon sensory neurons (SSN), which excite
MNs through monosynaptic (SN-MN synapses) and polysynaptic pathways depending on interneurons, 5-HT exerts multiple actions on the circuit: It
usually induces synaptic depression and/or decreases in excitability in intemeurons (blue) and synaptic facilitation and increase in excitability in SNs
(red). L14, an ink gland MN, ilfustrates 5-HT-induced synaptic depression in RF SNs. 5.HT also induces metaplasticity at L30-L29 synapses (green) and
increases glutamate responses in LFS MNs (orange). Adapted from Cleary et al. 1995.

hancement tnduced by the activation of the L30 neurons (Fischer
and Carew 1993, 1993). For example, when L30 interneurons fire
in response to a mild tactile stimulation, svnaptic efficacy at the
L30-129 synapses is enhanced, thus contributing to inhitution of
the siphon-withdrawal reflex circuit iFischer and Carew 1995,
Fischer et al. 2000). Both 53-HT and sensitization training block
the expression of this form of svnapuc plasticity, thereby reduc-
ing the potential for inhibition within the drcuit. This higher-
order form of plasticity reflects an example of “metaplasticity”
tFischer et al. 1997)

In addition to SN and interneuron modulation, a direct ac-
tion of 3-HT on MNs has also been dascribed. It involves facili-
tation of AMPA-type responses ta glutamate, the putative neuro-
transmitter released by SNs, i cultured LFS neurons (Chitwood
et al. 2001), and could possibly take place during sensitization
training

We should note that the neuronal circuits mediating defen-
sive reflexes can also be modulated through a variety of nonse-
rotonergic mechanisms. For example, smatl cardioactive peptide
B (SCPy} facilitates SN-MN synapses (Abrams et al. 1984, Pieroni
and Bvrne 19921 and L16 — LE connections (Storozhuk and Cas-
tellucci 19997), and has excitatory effects on Pl 4 (Xuet al. 1995)

Phe-Met-Arg-Phe-anude (FARFamide) has been shown to inhibit
SN-MN transmission IMackey et al. 1987; Dale and Kandel 1990;
Critz et al, 1991, Pieronl and Byrne 1992, Sun et al. 1996), in-
crease the SN firing threshold (Billy and Walters 1989), and
modulate specific postsynaptic MNs involved in defensive re-
flexes (Belkin and Abrams 19931 However, it 15 not known
whether these peptides are released in the CNS duting sensittza-
tion training. Facilitation of SN-MN transmission can also be
induced by intracellular stimulation of interneurons L29 and L28
{Hawkins 1981a,b). These Interneurons act directly on siphon
SNs using an unknown transmitter: it has been determined that
the transimitter is not 5-HT (kustler Jr. et al. 1985; Hawkins and
Schacher 1989). Finally, an increasing amount of evidence indi-
cates that, in addition to heterosvnaptic processes involving the
release of modulatary transmitters onto the neurenal circult, ho-
mosynaptic activity-dependent plasticity also occurs during
leaming, namely posttetarnuc potentiahon ivalters and Byme
1484; Frost et al. 1988; Schacher et al. 1990; Bristol et al. 2001}
and long-term potentiation (Murphy and Glanzman 1996, 1997,
Antonov et al. 2001, 2003) These types of synaptic plasticity are
bevond the scope of this review

Overall, these data indicate that modulation of defensive
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reflex circuits by 5-HT involves a variety of different cell types
that respond differently to S.HT. As we will discuss below, it is
likely that, when released in the Aplysia CNS during sensitization
training, 5-HT acts on several subtypes of receptors that are dif-
ferentially expressed by SN, interneurons, and MNs and modu-
late synaptic transmission and excitability in different ways.

Blochemical Pathways Activated by 5-HT In SNs
Although the neuronal cireult mediating siphion reflex retraction
invoives many different cell types, most of which can be modu.
lated by 5-HT, most experimental studies on synaptic plasticity
in Aplysia have focused on SNs and SN-MN synapses, Indeed, the
SN-MN synapses have provided a valuable locus where the cel-
lular and molecular mechanisms underlying memory have been
studied. SN-MN synapses are activated during tail or siphon re-
flex retraction, and their plasticity contributes significantly to
simple forms of memory such as sensitization, dishabituation,
and classical conditioning (Trudeau and Casteliucc 1992;
Antonov et al. 1999, 2001, 2003). For example, LE — LFS syn.
apses account for about 30% of the siphon-induced siphon with-
drawal reflex efficacy (Antonov et al. 1999). Moreover, behav-
toral sensitization and SN-MN facilitation display similar tempo-
ral profiles and molecular mechanisms. For example, a single
noxious stimulus usually gives rise to short-term sensitization
lasting 20-30 min, whereas four or five spaced shocks induce
{ntermediate-term and long-term sensitization lasting 90 min
and several days, respectively (Pinsker et al. 1973; Castelluccl and
Kandel 1976; Sholz and Byme 1987; Sutton et al. 2001, 2002).
Similarly, a single exogenous 5-HT application gives rise to short-
term facilttation, whereas flve applications produce intermedi-
ate-term and long-term facilitation at SN~-MN synapses (Frost et
al. 1985; Montarolo et al. 1986; Sholz and Byrne 1987; Ghirardl
et al. 1995; Mauelshagen et al. 1996; Sutton and Carew 2000}, In
addition, sensitization and facilitation of SN-MN synapses share
common molecular requirements: (1) short-term sensitization
and facilitation rely on covalent modification of proteins, (2)
intermediate-term, on synthesis of new proteins, and (3) long-
term, on RNA and protein synthesis (Castellucc! et al. 1986,
1989; Montarolo et al 1986; Ghirardi et al. 1995; Sutton et al.
2001). Finally, a detatled analysts of varicus neuronal loct during
long-term sensitization revealed that, although short-term senst-
tization is correlated with synaptic plasticity at multiple cell
types (SNs, interneurons, etc.), the neuronal correlates of long-
term sensitization appear more resticted to SNs (Cleary et al.
1998). For these reasons, most of the studies aimed at undet-
standing the mechanfsms of svnaptic plasticity In Aplysia have
used facilitation of SN-MN connections as a model system, leav-
ing 5-HT inhibitlon in interneurons almost completelv unex-
plored.

Considerable evidence Indicates that a single application of
5-HT onto SNs can activate both PKA and proteln kinase C (PKC;
for review, see Byme and Kandel 1996), For example, elevation of
intracellular CAMP levels and increased PKA activity can be de-
tected following a single pulse of 5.HT (Bernier et al. 1982; Cas.
tellucci et al. 1982; Abrams et al. 1984; Qcorr and Byrne 1985;
Ocorr et al. 1986; Mdller and Carew 1998). Simllarly, 5-HT leads
to the translocation to the membrane of the Ca*.dependent
isoform of PKC (Saktor and Schwartz 1990; Kruger et al. 1991;
Sosstn and Schwartz 1992; Braha et al. 1993; Sossin et al., 1993)
and an increase in PKC activity (Sossin et al, 1994), Interestingly,
recent studies by Manseau et al, (2001) indicated that blacking a
Ca**dndependent PKC {soform disrupted fadflitation induced by
5-HT at depressed SN-MN synapses, whereas blocking the Ca®.
dependent isoform had no effect. Both PRA and PKC are thought
to (1) phosphotylate specific fon channels that increase mem-
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branie excitability and induce spike broadening, and (2) modulate
vesicle mobilization and exocytosis to Increase transmitter re-
lease. For example, PKA, by phosphorylating S-type K* channels,
reduces thelr open time (Stegelbaum et al. 1982), This effect con-
tributes to the increase in membrane excitability and spike
broadening following 5-HT application (Kletn et al. 1982; Pollock
et al. 1985; Baxter and Byrne 1989), Voltage-dependent X* chan.
nels (K, can also be phosphorylated by both PKA and PKC, and
seem to be fnvolved specifically in spike broadening (Baxter and
Byrne 1989, 1990; Goldsmith and Abrams 1992; Sugita et al

1992). Spike broadening is an important mechanism for enhanc-
Ing synaptic transmission through increased Ca® influx in nerve
terminals. However, 5-HT can increase transmitter release inde-
pendently of spike broadening, by enhancing the mobilization of
transmitter vesicles to the active zone (Kleln 1993, 1994). Both
PKA and PKC seem capable of producing this effect (Hochner et
al, 1986; Braha et al. 1990; Sugita et al. 1992),

Interestingly, PKA and PKC are differentially rectuited de-
pending on the duration of 5-HT application and on the state of
the synapse. For example, PKA blockers are more effective in
preventing synaptic factlitation after short 5.HT applications,
whereas PKC blockers are more effective after long exposures
(Braha et al. 1990; Hochner and Kandel 1992; Sugita et al. 1992).
Similarly, facilitation of depressed synapses is blocked by inhibt-
tors of PKC but not PKA, whereas the converse has been shown
for nondepressed synapses (Braha et al. 1990; Goldsmith and
Abrams 1991; Ghirardi et al. 1992). This state- and time-depen-
dence of PKA and PKC recrultment by 5-HT (Byme and Kandel
1996) rematns unexplained. It is possible that 5-HT activates two
different receptor subtypes coupled to diacylglycerol (DAG) and
CAMP, respectively, or that a single receptor subtype could bind
to two different G proteins. This question will rematn unan-
swered untll 5-HT receptors expressed by SNs have been fully
characterized.

In addition to PKA and PKC, repeated pulses of 5-HT, which
give rise to long-term facilitation, are able to recrult another set
of protein kinases that are not activated by a single application.
For example, the mitogen-activated protein Kinase (MAPK), also
called extracellular-signal-regulated kinase (ERK), Is activated in
response to repeated pulses of 5-HT and translocates to the
nucleus, where it modulates gene expression necessary for long-
term facilitation (Marin et al. 1997; Michael et al. 1998; Sharma
et al. 2003). Moreover, 5-HT-induced ERK activation and long-
term synaptic facilitation both requlre activation of tyrosine ki-
niases (presumably receptor tyrosine Kinases or RTKs; Puscell et al,
2003). What makes repeated 5-HT puises capable of activating
ERK and tyrosine kinases, when a single application is unable to
do s0? Again, it is likely that a better knowledge of Apiysia 5.HT
receptors will help elucidate this fmportant question,

Because of thelr central role in memory processes and syn-
aptic plasticity, considerable effort has been devoted to charac-
terizing Aplysia S-HT receptors, from as early as the 1960s. The
most stetking progress, however, has been obtained within the
last 10 years. During this time, the cloning and characterization
of four different 5-HT receptors has been reported. We will now
turn our attention to a discussion of the properties of these re-
ceptors as well as their potential Implication in memory pro-
cesses.

Evolutionary Divergence of 5-HT Receptors

In general, 5-HT receptors are classified and grouped into seven
families on the basls of sequence identity and on the nature of
the second-messenger systems to which they ate coupled. Six of
these families are composed of G-protein-coupled metabotropic
receptors (or GPCRs). The 5-HT, and 5-HT (Gt-coupled recep-
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tors) inhibit adenyly! cyclase, whereas 5-HT,, 5-HT,, and 5.HT,
(Gs-coupled receptors) subtypes activate its activity, Only two
subtypes are not linked to the adenylyl cyclase pathway: (1)
5-HT, receptors are coupled to phospholipase C (Gg-coupled re-
ceptors) and stimulate phosphoinositide metabolism, and 2)
5-HT; subtypes are lonotropic receptors and thus are not com.
posed of GPCRs (Hoyer et al. 1994; Peroutka 1995), Previous phy-
logenetic studies suggested that mammalian 5-HT receptor sub-
types emerged from gene duplication, followed by mutations and
sequence drift (Veraier et al. 1995; Tierney 2001). Early motecu-
lar events first led to the divergence of three major classes of
paralogous 5-HT receptors: the 5-HT, (5-HT, 5 ; receptors), the
3-HT,, and 5-HTy classes which existed about 750 million years
ago (Mya). Further division within the 5-HT; class occurred 600
Mya, when 5-HT, and 5.HT, subtypes diverged from the 5-HT,
subtype. These divergences predate the evolution of vertebrates
from invertebrates, which also occurred about 600 Mya. Thete-
fore, members of the three major classes are likely to be found in
Invertebrate specles. However during evolution, subsequent in-
dependent differentiation of each subtype within each class of
vertebrate and invertebrate receptors makes It difficult 1o classify
invertebrate 5-HT receptors into specific vertebrate subtypes (Per-
outka 1994; Peroutka and Howell 1994; Tierney 2001).

Early Characterization of 5-HT Receptors Expressed

by Aplysia Neurons

5-HT mediates a great variety of functions in Aplysia neurons,
probably through multiple G-protein coupled receptors. Seroton-
erglc effects were first reported on neurons (Gerschenfeld and
Tauc 1961; Cedar and Schwartz 1972), heart {Koester et al. 1973),
and gill (Kebabian et al. 1979). In 1974, Gerschenfeld and Pau.
pardin-Tritsch described six different types of responses follow-
ing application of 5-HT to Aplysta neurons: four of the responses
(named 4, A', B, and C) involved an increase in membrane con-
ductance, whereas the other two {named ¢ and B) involved a
decrease In membrane conductance (Gerschenfeld and Paupar-
din-Tritsch 1974). Pellmar and Carpenter (1980) {dentified a sev-
enth type of response to 5-HT: a voltage- and calcium-dependent
response. These different responses were distinguished by voltage
clamp experiments In terms of their time course, jonic selectivity,
and whether they were mediated by an increase or decrease in
membrane conductance. Although these electrophysiological re-
sponses could In principle be mediated by a single S-HT receptor
coupled to different intracellular cascades, these experiments are
regarded as the first indications of a varety of potential 5-HT
receptor subtypes in the CNS of Aplysta.

The presence of multiple 5.HT receptors was confirmed by
blochemical techniques. Saitoh and Shif (1987) found that an
agontst of 5-HT,, receptors, 1-{2-(4-azidophenyliethyl}4-(3-tr-
fluoromethylphenylpiperazine {azido-PAPD), is a suitable pho.
toaffinity labeling probe for 5-HT receptors in Aplysia. They
found that five labeled polypeptides were separated by SDS-PAGE
upon Incubation of [*Hjazido-PAPP with tota! neuronal mem.
branes and UV irradiation. The labeling was abolished by 5.HT,
which competes for binding on the same receptots, These results
suggested the existence of at least five 5.HT receptor subtvpes.

As there Is Increasing interest in characterizing the role of
5-HT as a neurotransmitter in Aplysia, 1t 1s important to identify
the pharmacological properties of 5.HT receptors in this animal.
In vertebrate nervous tissues, receptor binding technlques have
proven to be valuable for the identification and pharmacological
characterization of 5.HT receptors. In Aplysia, Drommond et al.
(1980, using PHJLSD {lysergic acid diethylamide, a nonselective
S-HT receptor agonist) binding assays and 5-HT-induced modu-
lation of adenylyl cyclase activity, reported the first detalled dis-

tribution of 5-HT receptorsin various neuronal and nonneuronal
tlssues. Specific 5-HT-sensitive [’HJLSD binding was found in the
gL, heart, buccal muscles, and in all ganglia of the CNS of Aply-
Sla. After localization of 5-HT receptors, stimulation of adenylyl
cyclase by 5-HT in membranes of Aplysia ganglia, muscles, and
connective nerves was measured, Indicating the presence of 5.HT
Gs-coupled receptors. Increase in 5-HT-sensitive adenylyl cyclase
activity correlated well with the amount of 5. sensitive
[HILSD binding sites in most tissues. High denstty of 3.HT re-
ceptors In pleuro-abdominal connective nerves and their pres-
ence In the connective tissue sheaths surrounding the ganglia
suggest that not all S-HT receptors ate Jocated at cell bodies and
synapses.

Kadan and Hartig (1988) then took advantage of the tm-
proved sensitivity of '**L-isotope labeling to pursue the mapping
of 5-HT receptors in Aplysta. They found that *251.LSD labeled a
papulation of high-affinity serotonergic sites in Aplysia ganglia.
5-HT receptors were primarily located within the neuropil, al-
though a subset of neuronal somata was also labeled. Those au.
thors next determined the potency of varlous pharmacological
compounds to compete for .LSD binding sites on sections
from pedal or abdominal ganglia. The order of potency was: me-.
thysergide (5.HT, , ; antagonist) > cyproheptadine (5-HT, , an.
tagonist) > mlanserin (antagonist/inverse agonist of 5-HT, recep-
tors) > cinanserin (effective antagonist of 5-HT responses in Aply-
sta; Brunellf et al. 1976; Newlin et al. 1980) » 5.HT > ketanserin
(5-HT, antagonist) > bufotenine (5-HT, , agonist) > 8-OH-DPAT
(5-HT, agonist). Kadan and Hartlg (1988) observed a decrease in
the affinity of 5.HT for L.LSD binding sites in the presence of
Gpp(NHip (§-guanytylimidodiphosphate), a pootly metabolized
analog of guanine nucleotide taphosphate (GTP), suggesting a
coupling of 5-HT receptors to G-protelns in Apiysia CNS. These
data indicated that '**I.LSD binding sites in the Aplysia netvous
system are reglonally distributed, exhibit specific pharmacologi-
cal binding properties, and are coupled to G-protelns. This is
consistent with labeling of functional heterogeneous 5-HT recep-
tors. By comparing the pharmacological properties of the 5]
LSD labeled sites with the properties of the six distinct seroton-
ergic receptor types identified by Gerschenfeld and Paupardin-
Tritsch {1974), Kadan and Hartig (1988} suggested that LSD
antagonizes the neuronal responses mediated by three of the six
electrophysiologicaily characterized 5.HT receptors (the A, B, and
C types). However, the pharmacological profites for each of these
three types differ to some degree from the profile they observed
for '**L.LSD binding. For example, compounds used by Ger-
schenfeld and Paupardin-Tritsch (1974) to inhibit the A and C
responses did not block '>I.LSD binding, even at 10 times the
concentrations previously used by Gerschenfeld and Paupardin-
Tritsch (1974).

Evans et al. (1991), also using ‘21-LSD, provided further
characterization of the localization of 5.HT receptors, focusing
an the five major neurons which constitute the abdominal gan-
glion left upper quadrant {L1, L2, L3, L4, and Le). They also
investigated in more detail the electrophysiological properties of
the responses they produced following activation by S.HT. First,
Intense labeling was only observed on the soma of a symmetri-
cally located pair of cells in the abdominat ganglion of Aplysta
callfomica: L1 and R1. This binding was blocked by micromolar
concentrations of 5-HT and lower concentrations of the seroton.
erglc antagonists cyproheptadine and mianserin, confirming
Kadan and Hartg's (1988) results. Second, electrophysiological
investigation of 5-HT responses of the neurons in the left upper
quadrant revealed a range of 5.-HT responses. Cells L3 and L6
showed an increased K* conductance in response to 5-HT that 15
not blocked by cyproheptadine or mianserin, Cells L2 and [4
displayed a biphasic response to 5-HT: an Increase in Na* con-
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ductance, which could be biocked by cyproheptadine or mian-
serin, followed by a voltage-dependent Ca® conductance which
was blocked by Co® but not the serotonergic antagonists. Cell L1
and its symmetrical partner, R1, in addition to the Na* and ca*
responses observed in L2 and L4, displayed an increase in CI~
conductance that can be inhibited by LSD, cyproheptadine, and
mianserin,

These early studies were the first attempts to identify the
distribution and pharmacological properties of diverse 5-HT re-
ceptors In Aplyska. They demonstrated the presence of S-HT re-
ceptors In virtuatly all Aplisia tissue types and espedially in the
CNS. They also suggested the existence of at least six receptor
subtypes. The development of molecular biological techniques
and the possibility of cloning and expressing Individual 5-HT
receptor subtypes (n cell lines allowed further elucidation of the
electrophysiological and pharmacological properties of the sero-
tonergic pathways in Aplysia.

structural and Pharmacological Characterizations
and Tissue Distribution of Cloned 5-HT Receptors

Cloning of 5-HT Receptors in Aplysia

Four 5-HT receptors have been characterized in Aplysia to date. Lt
et al. (1995 fsolated potential genes that encode Aplysie 5-HT
receptors by performing a PCR analysis of Aplysia genomic DNA.
In order to amplify potential 5-HT receptors, they used degener-
ate PCR primers whose sequences were based on conserved pep-
tide sequences found In the sixth and the seventh transmem-
brane domalns of all known serotonergic GPCRs. Two different
genomic clones, ApS-HTy and Ap3-HTy,, were isolated. The Ap5-
HTj; gene codes for a proteln of 433 amino adds (GenBank ac-
cession no. L43557) containing seven hydrophobic putative
transmembrane domaias, a relatively short third intracetlular
loop, and a long C-terminat tail. Genomic analysis further dem-
onstrates that the gene is intronless, The Ap3-HTy, gene is also
intronless and codes for a closely related protein of 422 aa (Gen-
Bank accession no. L43558) which shares 90% amino acid se-
quence identity with the Ap5-HTg, within the transmembrane
domains and adjacent regions. The N-temminal extracellular do-
main and the extracellular loops 1 and 11 are less conserved. More
divergence occurs within the third intracellular loop and the C-
terminal tail. it is possible that other related receptors are present
in the Aplysia genome, because a Southern blot analysis of ge-
nomic DNA, probed with the coding region of ApS-HTay, re-
vealed five distinct bands. Dendrogram analysis of the amino
acld sequences of cloned 5-HT receptors indicated that Ap5-HTy,
and Ap3-HT,, are only distantly related to the rest of the known
5-HT receptors (Fig. 2). They could not be readily grouped within
any of the mammalian subgroups based on amino acid sequence
identity.

A third $-HT receptor gene was cloned and characterized
from Aplysid and named 5-HT,,, (Angers et al. 1998). Degenerate
primers and PCR amplification were used to screent CNS and Kid-
ney cDNA libraries. A cDNA coding for a putative protein of 492
aa containing seven stretches of hydrophobic residues, a rela-
tively large third cytoplasmic loop, and a short C-terminal tail,
features common to several 5-HT, receptors, was isolated {Gen-
Bank accession no. AF041039; Boess and Martin 1994; Gerhardt
and van Heerikhuizen 1997), Southern blot analysis of genomic
DNA revealed that the 5-HT,,, gene is probably intronless and
does not have a close homolog in the Aplysfa genome. Dendro-
gram analysis of amino acid sequence within the transmembrane
domains also suggests that 5-HT,, Is associated with the mam-
maltan 5-HT, receptor family (Fig. 2).

The same cloning strategy was used to obtain the sequence
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Figure 2 Dendrogram analysis of different members of the 5-HT re-
ceptor superfamily. Sequences that were used for phylogenetic analysis
were retrieved from the GenBank database. The sequences of serotonin
receptors were compared and afigned using ClustaW (Thompson et al.
1994), which was executed from GDE (Genetic Data Environment; J.
Eelsenstein 1993, PHYLIP, Phylogeny Inference Package, version 3.5.1c
and 3.6, University of Washington, Seattle, WA). Only amino add posi-
tions that could be aligned without ambiguity were used for the analysis.
The alignment was then used for phylogenetic companisons using the
PHYLIP package. Analysis was performed with a bootstrap procedure that
compites the probability of occurrence of the branches for 1000 possible
trees. Branching order was determined using the Fitch-Margoliash algo-
rithm included in the PHYUIP package. Only branches occurring in >800
trees are represented. DRO, Drosophils; FUG, Fugu rubripes (pufferfish);
LYM, Lymngea; HUM, human; MUS, mouse.

of a fourth Aplysia 5-HT receptor gene, named 5-HT,,., \GenBank
accession no. AF372526; Barbas et al. 2002). The cDNA contains
an open reading frame encoding a protein of 567 aa swith a pre-
dicted molecular mass of 63 kD. Hydrophobiclty analysis reveals
the presence of the seven transmembrane domains characteristic
of GPCRs. Its large third cytoplasmic loop, its short C-terminal
tail, and the observation that the 5-HT,, gene Is probably in-
tronless and does not have a close homolog in the Apfusfe ge-
nome are reminiscent of members of the vertebrate 5-HT, recep-
tor family and stmilar to the 5-HT -like Aplysia receptor S-HT,p,.
Amino acid sequence comparisons between the S-HT,,, receptor
and other 5-HT receptors show significant sequence identity to
the 5.-HT,ike receptors, and a dendrogram analysis places
5-HT,, within the famity of mammalian S-HT, receptors (Fig. 2).
Sequence analysis also reveals that 5-HT,p» has close amino acid
identity (689%) with the Lymnaes stagnalls 5-HT receptor 3-HTy,
(Sugamori et al. 1993), suggesting that they may be orthologous.

ApS-HT,, and Ap5-HTy, Receptors Activate Phospholipase C and Have
Different Expression Pattems

To {dentify their pharmacological profiles, Ap5-HTy, and Ap5-
HT,, receptors were stably expressed in HEK 293 cells (Lf et al.
1995). In tesponse to 5-HT, both receptots stimulate phospholl-
pase C activity, reaching a plateau at 100 nM. Therefore, the
stimulation of these two receptors might lead to the activation of
PKC. The estimated ECg, for S-HT was 1.8 nM for Ap3-HTy, and
1.5 nM for Ap3-HTgz. Methiothepin and spiperone, which are
respectively nonselective 5-HT and 3-HT,,, antagonists, both
ptevent the 5-HT-dependent stimulation of phospholipase C at
10 pM concentration. However, cyproheptadine (10 uM, an-
other 5-HT, , antagonist, has no effect. Thus, aithough ApS-HTy,
and ApS-HTy, do riot appear to be the Invertebrate homologs of
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the manmmaban S-HT, receptors. they do Bave mular couphng
to phnspholipase ¢

RT-PCR expernments o mRNA isolated from vanous tissues
of Aplvsii showed that Ap3-HTy, mRNA s eXpressed m sper-
mathuea and evotestis. whereas Apa-HTy, mRNAis detecred only
i the CNS. As Ap3-HTy, and Ap3-HTp: have similar plianmaco-
Iogacal profiles but different expression patterns, Li et al, 11995)
suggested that these two receptors nught result from the recent
duplicanon of an ancestral gene, which placed the axding se-
quence of the ancestral gene under the controt of wrally different
PROMOTSr Styueiees

The 5-HT,, Recepior Is Negatively Coupled to Adenylyl Cyclase
The pharmacological profile and exprossion patnern of the
S-HT,,, receptor were also charactenzed (Angers eval. (9951, This
receproys, fused to a c-mye epitope at its N ternunus, was ox-
pressed in mammalian HER 203 cells, Isalated membranes bind
PHILSD 1n a saturable and duse-dependent manner with an es-
tumated Ky of .30 M. The rank crder of potency of vanius
SerotoNergic agonists anid utagonists for infiubition of PHILSD
bimding s given in Table 1 5.HT,,, shows high-affinity binding
to A-HT which is comparable 1o that of the mammalian
5.-HT,, p o anid 3.-HT; receprors, From these resuls, Angers eral.
119961 concluded that the pharmacological profile of 3-HT,,
sees 1o be refured w the mammalion 3-HT, and 3-HT; recepror
protl2s. The structure and function of the 5-HT,,, receptor are
probably closely related to those of an ancestral receptor, which
existed before the divergence of the S-HT receptor subtypes in
vertebrates It appears to have kept the characteristics of more
than ene seceptor subtype, possibly related 1o a protory pe of the
2arly S-HT), « receptors.

As expactad trom the strutture and pharmacological profile
of S:HT,,,. stmulation of the receptor with S-HT in HEK 203
cells mtubits forskofin-induced CAMD accumutauon in 3 dose-
depundent mannor Gangers €t al. 19985, Tins inlnbition s
Dlocked ) the presence of 100 nM of the antagonist methio-
thepun. These experiments indicate chat 31T, is tunctionally
coupled to the mammahan Gi subuiit and inhubits adenylvt ¢v-
clase and cAMP accumutation 1ANgers et al 19981

Table 1. Comparison of the Affinities of Various Compounds
That Compete With the Binding of [*H]LSD to the Membranes
of Cells Transfected With the 5-HT, and SHT,, <DNA

K {nM)
Drug Speaificity 5-HT,  SHT.
5.CT 5.HT, agonist 1.04 162
Methiothepin Nonselective 5-HT 262 0.3
antagonist
PAPP 5-HT,, 9.50 182
agonist/5-HT,,
antagonist
5.HT 13.23 241
Clozapine 5-HT, antagonist 56.63 214
8-OH-DPAT 5-HT, ,-speafic 73.95 2089
agonist
Metergoline 3-HT, 2> antagonist 90.66 36
Ketansern 5.HT, antagonist 288.18 381
NAN-190 3-HT, -spexific »1000 1030
antagonist
Dopamine >1000 >10,000

Affinity estimates are given as K, values in nanomolar concentrations
and were determined by a computer-assisted nonlinear curve analysis
(GraphPad PRISM 3.0 computer program). *Adapted from Angers et
al. (1998); Padapted from Barbas et & (2002)

To determune the distribution of 3-HT,; protem, Angers «t
Al 199% performed a Western Dlot analvsis of plasma mem-
Drane axtraces and RT-PCR amplification of mRNA isolated from
vanous Apfshi tissues and found that both the protein and
mRNA could be detected in the gill. heart, hermaphrodditic duct,
Kidnev. and ovotestis extracts. It 1§ also present in all ganglia of
the ONS cAngers et al. 19981, Because S-HT, is present in mast
Aphysid tissue membranes, this receptor might play a role in mul-
tiple physiological functions of 3-HT such as reproduction, cir-
<ackan thvehims, Feeding, and modulation of defensive behavior

The 5-HT,,, Recepior Is Negatively Coupled ro Adenyiy! Cycluse and Is
Exclusively Expressed b the CNS
Membranes solated from transiently transfected HEK 293 ¢ells
with $-HT,, receptor bind [PH|LSD 1n a saturable and dose-de-
pendent manmer with an estimated Ky of 4 37 oM (Barbas ec al
2002 The rank order of atfuuty of Vanous serotanergic agonist
and antagomsts s given 1 Table 1 As expected for a 5.HT re-
ceptor, 3-HT, ., displayedt a higher affinity for 3-HT than tor do-
pantine or ocropamine Its pharmacological profle revealed im-
partant differences when compared to those of the mammalian
members of the 5-HT, subfamily. Mettuothepin. a nanselective
3.HT antagenist, showed the strongest affinity (Table 13 The
affitnty of 5.-HT g0 for methiothepin is higher than for any of the
cloned mammalian 3-HT receptors. These results suggest that the
functions of S-HT ., receptor ase probably related to those of an
ancestral receptor. whuch exssted before the divergence of the
3HT receptor subtvpes i vertebrates, and thatat kept character
15tics of more than one receptor subtype 13-HT, 5 ; receptors)
The phammacologcal profile of 3.HT,, is distinct from that of
5-HT,,, (Table 1), 1t will now be possible ta discriminate betwaen
these SHT,-like receprors in S-HTanduced physiological re.
SPanISEs usg appropriate agonists and:or antagonists.

Stimulation of the $-HT . receptor by 3-HT in HEK 293 calls
inhibits forskoln-induced cAMP accumulation in a dose-depen.
dent manmer (Barbas et al. 20021 The same result was obrained
swith the agonist 5-CT, In addition, 3-HT produces no inhibition
of CAMP accumulation in the presence of T nM of the antagonist
methiothepin. Pertussis toxin, a known Gi-protein inhibitor, at a
concentration of SO ng‘mL, completely blocks the effect of 5.-HT,
indicating that 3-HT, ;. récepror interacts with a pertussis toxin-
sensitive G-protein. Interestingly, treatment with pertussis toxin
not enly inhibits the Gi-dependent decrease of CAMP level, but
also seems to reveal a functional coupling between 3-HT, 2 and
Gs-protein that produces an increase in the cAMP level. Ex-
amples of such dual coupling to Gs and Gi pathways have been
reported for the aza- and Ba-adienergic receptors in mammalian
cells (Eason and Liggetr 1995, Xiao er al. 19931 Stimulation ot
the S-HT,, receptor can modulate overfapping but distnce sees
of signal wansduction mechanisms by its interaction with Gi
and s

The expression of 3-HT,, mRNA in vasious issues of Apiysi
+as screened by RT-PCR and was found only in the CNS. S-HT -
mBENA could be detected in the abdomimal ganghon wwithout the
bag cellss, i the bag cells, and alsa weakly 1 the cerebral and
plevral-pedal ganghia Barbas e ol. 20021 The finding that 1ts
expression is restrivted to the CNS sugyests a potential gole tor
the S.HT,, recepeor n modulating svnaptic transmission and
newron eXuatabiliy

5-HT Recoptor(s) Coupled to Gs or S-HT ¢

3-HT receptans that activate adenvivi ¢yclase or Gs-coupled re-
ceptors, have not et been coned m Aplisid One hypothesis
would be that, although one or several speaific Gscoupled S-HT
receptors nught be expressed in the CNS. the amount of mRNA
coding for these receprors is lower than that coding for receptors
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that have already been cloned. Therefore the techmques used 1o
preferentially amplify the most abundant CONA might not be an
effective strategy. PCR amplification of SN librartes would help
resolve this problem. Another hypothess would be that the Gior
G 3-HT receptors also fulfill coupling to Gs under difterent con-
dinons of stimulation by S.HT. This possibility seems unlikely,
however, because Cohen et al. 120031 found distinct pharmaco-
logrcal prapernes for an adenylyl cyclase-coupled 3-HT receptor

tohen et al. 120031 recentdy used hiochemical assays to
phaumacotagically chamacterize the S-HT receptorst that aca-
vates adenyiyl cvetase in the Apfvshe ONS. They also examined
the 3-HT-induced cAMP-dependent maodulation of the edectro-
physiclogical propeties of SNs. They identified compounds that
are effective in blocking the Gs-coupled 3-HT receprontst in Apiy-
sii CNS and called chis class of receptor S-HT, i Eightof the 14
tested anagonists were effective agamst 3-HT, .- in ONS mem-
Dranes. The rank ocder of potency of these antagonists is given in
Table 2. with mechiothepin being the antagonist with the high-
est patency. Comparison of the phannacalogical profile of the
3-HT, pac veceptor with those of mammalian 3-HT receptor sub-
WPes suggests that it most closely resembles the 3-HT,, receptor
subtype. although two specific 3-HT; antagonists iolanzapine
and Ro-04-67901 were not etfective agamst SHT, o

Of the 14 compounds tested, metinothepn was also the
most effective in mhibiting 3-HT stmulatiun of adenylyl cvelase
Methiothepin substantially inhibited swo effects of S-HT on SN
firing praperties: spike broadening in wiraethviammomum/nite-
diprae and ancreased excitabulity. Consistent with cyprohepta-
due blocking 53-HT stimulation of adenyly! cyclase, cvprohepta-
dine atso bDlocked the SHT-mduced mcrease 0 SN excritabiluy. in
conunction with other pharmacological probes, Cohen et al
{2003y proposed that the antagonst methiothepin should be use.
tul 10 analvzing the role of 3.HT in various forms of neuromoedu-
lation i Apiindi

Thus far, none of these four claned Aphsig S.HT receptors
have been formatly implicated in the molecular processes under-
Iving synapc facihtation or memon enceding. However, be-
cause we know the G-prowins that are potentially coupled to
these receprors, the wealth of infermanon on brechenucal Cas-
cades activated by Gepreteins in this and other SYStems ¢an aow
help us miter thew possible roles 10 sensitization: Thuse possibih-
ties will now be discussed

Table 2. Antagonists Tested for Inhibition of 5-HT Stimulation
of Adenylate Cyclase in Aplysia CNS

Antagonists® Specificity

Methiothepin Nonselective 5.-HT antagonist

Metergoline 5-HT, ., antagonust

Fluphenazine D,/D, dopamine receptor antagonist

Clozapine 5-HT, antagonist

Cyproheptadine 5-HT, , antagonist

Rispendone 5-HT, antagonist/D, dopammne receptor
antagonist

Ritanserin 5-HT,, antagonistiinverse agonist

NAN-190 Selectve 5-HT,, antagonist

Inactive antegomsts

GR-113808 Selectve 5.HT, antagonist

$B-204070 Selective 5-HT, antagonist

Olanzapine 3.HT,,, antagonist

Ro-04-6790 Selectve 5-HT, antagonist

RS-102221 Sefectve 5-HT, antagonist

Spiperone 5-HT2un antagonist/D; dopamine receptor
antagonist

*Adapted from Cohen et al. {2003)
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Possible Physiological Roles of Aplysia 5-HT Receptors

Aciivation of 5-HT Gs-coupled Recepiorfs)

The modulatory effects of acuvation of a potential 5.HT Gs-
<oupled veceptor in the Aphsi nervous system have been studied
in considerable detanl, Followmg binding of 3.HT, these receptors
activate adenviyl cyclase (ACH and mcrease the concentration of
CAMP m SNS (g 3+ In turn, cAMDP activates PKA by causing its
w0 regulatary subunits to dissociate from the catalvtc subunits,
which then phasphorylate and covalently modify a number of
rarg2t protems Glhurardi er al. 1992, Braha eral. 1993, Byme and
Kandel 1996, Angers ¢t al. 200231, The switch from short- and
intermedsate-term to fong-termy synaptic facilitation is initiated
by multiple exposuses 10 3-HT, which induce PKA to translocate
t0 the nucleus where it stimulates gene transcription. There. PRA
is thought to Jead o removal of the nlubitory action of the
repressor <vehe AMP response element linding protein-2 (CREB.
21. Some of these nuclear PRA effects could rely on its abiliy to
recrunt ERK, which 13 also eranslocated to the nucleus. where it is
thought o phosphorylate CREB-2 and cantnbute to the activa.
tion of a transeriptional cascade. PRA phosphorviauon of a tran-
scriptional acuvaror cvelic AMP respouse element inding
protem-1 *CREB-17 15 necessany for its bindiing to tyclic AMP
regulatory elements (CREsk located in the promoter region of
CAMM-inducible genes (for review, see Alberini 19991, Because
binding of 3-HT to a receptor that engages a G-protein increasing
the activity of AC 1Gs) is the wiual step in this cascade of mo-
lecular events, cloning of the 3-HT 4 receptons) would give us
smportant mfomiation about the molecular mechanisas under-
Iying synaptic facilitation. Expression of these receptors i cell
tines would then help identify thewr funchonal properues and
thair possible mechanisms of regulation (binding, ume of expres-
sion to the membranes, desensitization of the receptor, cross-talk
with other pathways, heterodimenzation, et¢.t It could also al-
low the synthesis of specific drugs or antibodies capable of bock-
ing their action during sensitization training.

Activation of Tiso 5-HT Gi-coupled Receplors
Application of 3-HT has generally been associated with an in.
crease in CAMP levels in Aplvsha. Nevertheless, application of
5-HT also trigpers inhubitory responses i Aphsii Jennings et al
1981 Frost et al. 198K; Fisher and Carew 1993: Ram et al 1994,
Xu et al 1993, Storozhuk and Castellucci 1999a,b; Brustod et al
2001 Jn these cases, binding of 5-HT 10 Gi-coupled 3-HT recep-
tors in the NS could be mvolved. Gi-coupled 5-HT recepeors can
itertere, by therr negative coupling to AC, with patliways that
are dependent on CAMP. They might also be involved in modu-
latmg PRC or ERK pathways, perhaps by cross-talk between re.
ceprars. This phenonenon could be unplicated in behavioral
plastivaty and learning in Aplysin.

3-HT receprors that hibit AC have been implicated in
leaming and memory processes in manimals: Depending on
their cellular locahzation, they can act by inhibiting the firing
rare and?or by decreasing neurotransmitter release (Buhot et al
1603; Buhot 19971, In mammalian systems, a subset of 3-HT ),
weceprors, the somatodendritic autoreceptors, reduce cell finng
and curtal the synthesis and release of 5-HT 1Buhot 19971, Acti-
Vanon of SerOtONEIC ANOFECEPtors in the Prasynaplic nerve ter-
nunal (3-HT,p receptors in human or 3-HT receptors in ro-
dents) decreases the tocal synthesis and release of transnnttec
1Buliot &t al. 19955 Further investigation of the detailed localiza-
ton of the 3-HTop) and 3-HT,,z receptors in the Aplrsig ONS 1s
necessany to determine whether these receptors are also autore.
ceptors. Identification of the expression pattems at the cellular
and subcellular levels should provide additional clues abour thewr
role in the modutation of symapeic transmission that accurs dur-
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Figure 3 Schematic representation of putative roles of 5-HT receptor modulation of neuronal properties in Aplysia californica. The sensory neuron to
motor neuran synapse involved in withdrawal reflexes is used as an example. After stimulation, facilitatory serotonergic interneurons release 5-HT that
binds 5-HT receptors (5-HT, ). The final effect of 5-HT may depend on the specific expression patterns of 5-HT receptors and signaling molecules
within different cells. Binding of 5-HT to a Gs-coupled receptor sumulates adenylyl cyclase (AC; pink pathway). Activation of the cyclase increases the
cAMP concentration and induces activation of the cyclic AMP-dependent protein kinase A (PKA; activation is indicated by an armow). Activation of PKA
can phosphorylate and covalently modify a number of target proteins, mcluding components of the exocytotic machinery of release, to enhance
transmitter availability and release. With repeated stimulation, PKA can recruit the extracellular signal-regulated kinase (ERK, MAPK), and can translocate
to the nucleus where it phosphorylates the cyclic AMP response element binding proteins (CREBs). Phosphorylation by ERK of the repressor isoform
CREB-2 removes its inhibition on CREB-1a. Phosphorylation of CREB-1a induces transcription of early/late genes containing cyclic AMP response
elements, leading to growth of new synaptic connections and potentially transmitter release. Gs-coupled receptor might also activate ERK (blue
pathway) by transactivation of receptor tyrosine kinases (e.g., Trk, which can be activated by neurotrophins), or by direct activation of the ERK cascade.
To turn down the release of 5-HT from interneurons, Gi-coupled receptors might act as presynaptic autoreceptors (inhibition is indicated by 4). When
expressed at the surface of sensory neurons, Gi-coupled receptors can inhibit the Gs-dependent activation of the cyclase and turn down the cascade
(red pathway). Under sustained release of 5-HT, Gl-coupled receptors might complement the activation of the ERK patfway by transactivation of Trks
or direct activation of ERK components. Besides the PKA-signal pathway, there is a phospholipase C-PKC signaling pathway activated by 5-HT receptors
(bege pathway). Gg-coupled receptor-activated phospholipase C (PLC) produces diacylglycerol (DAG) and inositol triphosphate (IP, ) by cleaving the
phosphatidyl insitol PIP,. IP, is water-soluble, and can diffuse into the cytoplasm. There it binds to a receptos on the endoplasmic reticulum to release
Ca** from internal stores. DAG remains in the membrane, whese it activates the protein kinase C (PKC). Gg-coupled receptors might also be capable
of enhanang the activation of the ERKs. For clanity only, two different sets of Trk receptors and ERK appear on the figure; there is no evidence that Gi-,
Gs-, o Ggractivated pathways modulate distinct pools of ERK. Transmitter availability and release can also be dependent on activation of other signaling
molecules (e.g., PKC, Ca®) as shawn by gray arrows. Speculative interactions are represented by ( - - - ). The molecular mechanisms underlying
serotonergic modulation of MNs are stil poorly understood and were omitted on this diagram.

ing leaming and memory. Although. in prindple, Gs- or Gg-
coupled 3-HT teceptors could also decrease transmitter release in
Apivsia. data from mammalian systems suggest that 3-HT ., and
5-HT,, are more likely to be Involved in these Inhtbitory actions,
either in serotonergic neurons, where they would act as autote-
ceptors, or in interneurons, where they could be implicated in
the inhibitory action of 5-HT in polysynaptic pathways (Trudeau
and Castelluccl 1992, 1993)

Activation of Ga-coupled Receprors

Besides the PKA-signaling pathway, a phospholipase C-PRC-sig-
naling pathway can also be activated by 5-HT receptors. Bindmg
of S-HT to Gq-coupled receptors activates phospholipase C

iPLC). PLC then cleaves phosphatidyl inositol PIP, to produce
diacyiglveerol (DAG) and mositol triphosphate (IP3). 1P, is water-
soluble and diffuses into the cytoplasm, where it binds to a re-
ceptor an the endoplasmic reticulum to release Ca™ from inter-
nal stores. DAG remains in the membrane where it activates PKC,
which is active only when translocated from the cytoplasm to
the membrane. Binding of 3.-HT to Gg-coupled receptoris) can
activate a Ca®-dependent PKC in SNs of Aphsia (Fig. 3; Sacktor
and Schwartz 1990, Sossin and Schwartz 1992). There is no evi-
dence of 5-HT-mediated 1P, production or release of Ca** from
internal stores in sensorv neurons after activation of 5.-HT recep-
tors. [nterestingly, Manseau et al 120011 demonstrated that the
Ca**-independent form of PRC is very impoutant for facilitation
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at depressed svnapses. The link between a 3-HT Gg-coupled re-
ceptot and the activanon of the Ca®*-independent form of PKC is
uncledr Because PRC xeivity contribuses to facilitation of neu-
rotransmitter 1elease. modulates K= currents. and contrbutes to
spike tioadening, the ApS-HTy. recepror mught therefore be in-
volved m modulation of svnaptc plashaiy 1Ghirarch et al, 1992;
Sessn et al 1964, Sugita er al 1994,

G-proiein Repulation of fon Channels

Many tepes oF neuratransaitter reCeptors repulate won channels
through activation of G-protems. The process by which this regu-
lationt occurs 15 bust established for Gi-coupled receprors. The
3-HT, receptors, when coupled o Gaprotein, activare specific
inwardly rectifying K* channels in mammalian newrons <Ehen-
gruber ¢t al. 1997, or inhibit voltage-gated Ca** channels
tLembo ot al 1997), Regulation of both types of chanugl most
ltkely' oceurs primantly ehrough the By subunits of G-protens,
which directly open the K* channels and lnut the opening of
Ca™ channels in response to membrane depolanzation 1Mark
and Herhtze 2000: Zamponi 20015, Some evidence also sugaests
that Gus-Ccoupled receptors (Drolet e al. 19971 and Gag-coupted
recepons <Simen et al. 2001, Zampom 2061 modulate the volt.
age-tependent gating of cerain Ca® channels. [n Apiysar, SHT
modulates K* and Ca®* channel responses (Klan and Kandel
1980 Siegelbaum et al. 1982; Benson and Levian 1983, Shuster
et al. 1991, Braha vt al. 1993: Sugita et al. 1994y, Thas regulaton
15 thought to rely on the activauon of PRA andior PRC pathwavs
However 1t 55 also possible that direct medulanen of 1on chan.
nels by 5-HT receptors. 1ndegendently trom the achivation ot
downstream messenger cascades, might be involved in the regu.
fation of synaptic transmission that occurs dusing behavioral
medifications in Apiyia,

Cross-Talk Becwee 5-HT Receptors in Aplysla
GPCRs have tong beea viewed as acting through parallel bio-
chenncal pathways, However, a growing amount of evidente
oW suggrests that these patliways are not always independent
and that signiticant interactions can occur between receprors or
G-protans. This phenomenon is wsually referred to as ~Cross-talk.”
In Aphyshi, ERK. a dovwnstream substrate of many tyrosme
Kinase signaling cascades. has been implicated n the induction
of long-term synaptic plasucity (Martin ev al. 1967, Zhang et al.
1997, Purcell et al (2003 recently demonsurared that tyrosime
kinase activity is requured for buth S-HTanduged longtermt svit-
aptic faclitation of SN-MN sviapses and il-shock-induced
long-tenn sensitizathion, Moreover, buth efrects of tvrosme kmase
activiey are mediated, ar ast in part. through ERK activation
Most yuportantly, these results suggest that tyrosme kinase acu-
vation occurs downstream of the S-HT receptor. but upstream ot
ERN activanon <Fig, 11, A variety of biochemical mechanisms
through which GPURs activate ERK have been demonstrated tfar
review, see Lowes et al 2002; Luttrell 2002). orential mecha-
nisms for ERK activation are signals imnated by classical G-pro-
tein cffectors leading w0 3 PRA- andfor PRC-dependent phos-
phorrlition of protems mvolved 1n ERK activation. GPCRs can
patentially activate ERK via ¢AMP Stk and Schimnt 2u(2) and
DAG Puente et al. 20001 via a PRA- andior PRC.ndependent
mechanism. Activation of ERK has typically been attnibuted to
the activation of receptor tyrosise kinase (RTR) w1 neurons. for
example by the epidermal growth factor IEGE receptors, by the
nerve groweh factor INGE receptons, or by Trk receptors which
are activated bY neuratraphing (Lowes et al. 2002). Originally,
actvauon of GPCRs and RTKs by extracellular messages was
thought to occur independently. Increasing evidence demaon.
strates that there are complex interactions between each of these
pathwavs. At least two RTKs, platelet-derived growth factor
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(PDXGF) receptors tLmseman et al, 1993; Herrhich et al. 19981 and
EGF receptors (Luttrell et al, 1997; Eguchi et al. 1998 can be
“rransactivated” by GPCRs. Cross-talk between GPCRs and RTKs
allows integration ot extracellular signats on the ERK cascade. For
example, many GPCR agonists have been shown to trigger acti-
-anion of the ERK <ascade through tyrosine phosphorylation of
RTKs. leading to a transactivation of these receptors, Diract in-
teraction between B-arrestin and components of the ERK cascade
aught also be mvyolved in ERK activation tfor revies, see Lowes et
al 2002, Luttrell 20021 The comribution of vanous Gu 1Gas,
Gad, and Gad) and GBy subunits tor activation of ERK has been
reviewed by Cutkind (19981 It is now apparent that GP'CRs can
activate ERK via intracetlular intermediates such as calcium PRC,
<AMP, PRA. phosphatidyhnositol 3-kinase (P13K, or via Ge and
OBy subunits. It is attractive to think that one way of strength-
ening the induction and maintenance of memory N Aphéi
might be through the activation of diverse 5.HT receptors that
madulate the ERK pathway, which s involved i the induction
of transcription iFig. 3). One can then imagine a situation where
robust stitnulation would cause a large release of 5-HT, which
would bind 1o Gi-, Gg-, and Gs-coupled receptors. Activation of
these receptors would activate several signaling cascades that
would converge on ERK, an essential step for the induchon ot
long-term synaptic plasticity.

The two pratein Kinase cascades activated by 3-HT, PKA and
PKCE, are also capable of interactng in Apiysta {Byme and Randel
1996;. For example, Sugita et al. (1997) showed that activation of
PRC by phorbol esters specifically attenuated aspects of the S.HT
activation of the CAMP/PRA cascade. Previous studies have dem-
onstrated that PKC mnteracts with a cAMP/PKA cascade at the
tevel of AT by increasing sts activity and consequently the level
of cAMP ifor review, see ierons et al. 1993; Cooper ¢t al. 1995)
PKC can also mteract with the PKA cascade at the level of the
receptor. PRC can phosphorylate various twpes af receptors
bound w hyands, resulting 10 desensitization and inhibition of
the ligand-induced increases in intracellular messengers in man-
mals (Zhang et al. 1996; Dale et al. 2002, In Aplisia nearans,
3-HT binding o Gg- and Gs-couplad receptors could mediate
PRC minbition ot 3-HT-induced activation of the PRA pathway,
thereby leading to the suppression of 5.HT-induced facilitation
at the transition between shon- and long-tem memory 13ugita et
al. 1997 This mechanism would explain why synaptic facilita-
tion nduced by long 3-HT exposure requires PKE, whereas short
3.HT pulses necessitate PRA (Braha et al. 1990; Hochner and Kan-
el 1992, Sugta et al. 19921

Cruss-talk can also uccur at the level of the receptors. It was
demonstrated that phosphorviation by PRA of some GPCRs
switches the coupling of the B, adrenoreceptor from Gs w0 Gi
tMaaka et al 1997; Zamah et al 20025, Barbas ¢t al (20021
showed that treatment with pertussis toxin not only inhibnts a
Gi-dependent decrease of CAMT level by the §-HT, 2 receptor. but
also seems to teveal a functional couphng between 5-HT,,; and
Gs-pratan that produces an increase in the ¢AMP level. These
findings mdicate that sumulation of 3-HT,, can modulate over-
Lipping but chistingt sets of signal transduction mechamsms, and
can give rise to distinct tor even opposing physiological func.
aons in Aphshs neurans by its dual coupling properties. T,
3-HT,,; might be capable of complementing the activation of
3-HT,pac receptors in modulating short-term and long-term
memory,

The discovery that GPCRs may form heterodimers that dis-
phy distinet pharmacological properties raises fascinating possi-
bilities concerning the plasticity and diversity of these signaling
svstems {for review, see Bouvier 2001; Angers 2t al, 200200, 3-HT
veceptars are capable of forming homodimers when expressed
alone and heterocimers when co-expressed 1Xie et al. 1999, Lee
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et al 20007 Thus (vpe of association between dittérent 3-HT re-
ceptors suggests the novel possibility that cross-talk may be pos-
sible nat only at the level of second-messenger cascadles, but even
at the leve) of the receptors, adding increasing diversity to the
cross-talk at the second-messenger protein Kinase cascade Jevels
5.HT receptors might also be capable of interacting with recep-
tars trom other neurotransmitters (¢.g.. dopanune receptors) and
thus allow for an unexpcted level of functionat diversity, by
provichng a paint of nreracion beriween ransmission systams

Overview and Fucure Directions
1n ordir to understand the spectfic role of cloned 3.HT receptors
m modulation of behaviors and phvsiological properties in Aplhi-
sii localization of the expression of these protins 15 necessary
Recently, using i situ hybridization, Barbas et al. 12002) mapped
the site of expression of the two GiCaupled receptors, 3-HT
and 3.HT o, 0 the ONS of Apinia Localizauon of expressian of
AHT receptars in neurons ¢an also be accomplished By single-
cell RT-ICR iSchacher ot al. 2000 Vilan et ol 20D1: or ustng
anubndies to detect the presence of these protems at the cell
surtace. Mapping of the sites of expression tor all cloned 3.HT
receprors will provide critical informaten conceming the het.
erogenvity of 5-HT 1eceptor populations at the surface of presvn.
aptic and pastsynapuc neurons, and thus »all wlumately allow us
o study their roles i) memony formation in Aplisa, These coles
can be turther confirmed by wing RNAI and/or antisense ap-
proaches o abahish expression of specihic receptors in identified
nearans. For example, the neurandl arcnt mediating sphon
withdrawal retlex 1s now rather wdll andentood, and a number
of neurons within this circuit are modulated in response to 3-HT
or sensitization training {t will now be possible to investigate
which 3.HT recepror subtypes are expressed by SNs, uterneu-
rons and MNs and claify their role in memory processes.
Although exciting progyess has been made in the chancter-
izavon of S.HT receptars in Aphsii. a number of subtypes likely
still remaim to be charactenizod. Early pharmacological and elec-
trophvsialogcal studies revealed the presence of ot least sty 3.HT
receptor subtvpes. Only four receptons, representing thiee differ-
ent subtypes, have been clonid thus fae. in parucular, the mo-
lecular cascades underlying facilication of SNSMN synapses dur-
ing sensitization seem to depend on the activation of 3 CAMP-
PKA pathway by a specific Gs-toupled 3-HT recepror iCohen ex
al. 26063 Thus receptor is certainly ong important missing link in
our knowledge of memory processes in Apivdi. The rapsd and
striking developments of malecular ological techiigues that
we dre witnessing nos will provide us with enciting new tools for
turther characterizing Apisia 3-HT veceprors, and thus help us
tugther understand the camplexiy of the S-HT neuromcdulatony
PrCesses set in motion dunng memery formaton
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Abstract

The actin family encodes a large number of protein isoforms with quasi-identical primary structmre but distinet function and
Jocalization. In oocytes, actin is known to play important coles in different processes such as those leading to festilization or to mRNA
Jocalization during oogenesis. In this paper, we report the characterization of a novel actin isoform (apACTov) in Aplysia californica
that s specifically expressed in ovotestis. The apACTov ¢DNA cades for a putauve protein of 376 amino acids that shows 96% and
94% sequence identity with two other actin isoforms previously characterized in Aplysia. In situ hybridization experiments showed tha
the apACTov transcript s not uniformly diswibuted but is found in crescent or filipodia-ike structures at the surface of the oocyte. Our
results suggest that apACTov may contribuee to the differential distibution of critical material during egg division andlor cell

differentiation.
£5 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Kevwonds: Actin; Aphsia; Oocyte; mRNA localization; In situ hybadization; Molecular cloning; Filipodia: Gene expression; Invertchrate

1. Introduction

Actin is a ubiquitous cukaryotic protein that plays
important roles in diverse physiological processes such as
muscle coniraction, cytoplasmic sireaming, phagocytosis,
morphogenetic movements, amoeboid motion, eytokinesis
and mitosis (Pollard and Cooper, 1986; Rubenstein, 1990;
Valentijn et al, 1999; Goode et al., 2000). In many
organisms, several actin isoforms, or isoacting, are
expressed (Gamrels and Gibson, 1976; McKeown e al.,

* Comesponding suthor, Département de biochinue, Universite de
Mantréad, CP. 6128, Succursale “Centre-Ville”, Montréal, Québee, Canada
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Dr Baylac, Toulouse 31000, France.
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3 Present address: Département de Sciences biologiques, Université de
Montréal, Manteéal, Canada, H3C 3J7

1006495955 - see front matier £ 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/ cbpe.2004.11.003

1978: Vandckerckhove and Weber, 1978; Herman, 1993).
They are encoded by different genes that probably evolved
from a common ancestor and are expressed in o tssue
specific manner, suggesting that this gene multiplicity has a
functional significance for the organism (Rubenstein, 1990).
Actin isoform-specific transcripts display high sequence
similarity witliin their coding region, but highly divergent
5" and ¥-untranslated regions. This fatter domain contains
cis-acting sequences responsible for the differential local-
ization of the transcript within the cell (Hill and Gunning,
1993; Kislauskis et al., 1993; Bassell et al., 1999).

Actin isoforms present a highly conserved peptidic
structure that reflects the constraints imposed by the large
number of interactions between actin and other cell
components {Rubenstein, 1990). They nevertheless can be
grouped into two classes according to the sequence of their
N-terminal part (Hightower and Meagher, 1986; Hermun,
1993). Actins of class 1, which are non-muscle isoforms,
have a Met-X-terminus sequence where X is an acidic
residue. Actins of class I1, or muscle actins, usually have a
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Met-Cys-N sequence where No1s any ammno acid. Cys s
sometines replaced by Gly or Ala (Pollard and Cooper,
1986: Sheterling and Sparrow. 1994)

During oogenests, a tunctional actin network 18 required
for proper locahzation and sequestering ol specific materials
cructal for further development. For examply, this network
15 essential for the dilferennial transport and localization of
specific transenipts af the poles and the temporal and spaval
control of their translation (Mowry and Cote. 19991 The
et network 18 nghly concentrated 1n the cortex of voeytes
(Wong ¢t al, 1997). 4 postulated siwe {or sorage of
morphogenctic substances (Wilson, 1904 Then, wetin 18
involved in the various morphological changes that veeur
after fertihizaton. In particular, bundles and meshwark ol
actin Nlaments are present m the fertilizaton cone, the
microvilli and m the cortical laver, suggesting an iiportant
role for this protein in the sperm reception mechanism of the
ceg and in proper distnbution of matenials - dividing
blastonteres (Hamaguchi and Mabuch, 1988),

In this paper we report the cloming of an Aphsia actn
¢DNA  speafically expressed i the ovotestis. The
sequence of the putative protem is aghly similar v thow
of two other previously churacterized Aphesie isvactng
{DesGroseillers et al, 1990, 1994). Interestingly, using n
sitn hybridizanon, we localized ity transeript in ywmature
woeyles. Our results show that an dsosctin is specilically
expressed in the dplsie oocyies, suggesting an importsnt
role for this molecule n the developmental processes that
vceur in the eggs of this moflusk

2. Materials and methods

2 nimals

iplvsia californica (200250 ¢y were purchased from
Marme Specimen Unhimited (Pacific Palisades. CAL USA)
or from the Aphsie Resource Facility (Miam, FL USA)
They were maintained in a large, aerted recirculating
scawater tank at 15 C and fed every other day ad libitum.

A
kb 1 2 3 4 5

9.4-
14-
44—
2.3~ A

1.3~

0,24—

Compavarne Biochemusars and Phisiodsn. Pare 8 140 (20051 303 409

2.2 Molecolar cloning of apACT,. cDMA

Filier tripheates of a 2¢t10 ovotestis cDNA library were
hybridized at high siringency  with cither one of the
following probes: (1) the B/l Spht tragment of the
sheath actin ¢DNA (position 310 999; GenBank accession
no. N328680, situated - the aetn coding region (DesGro-

seillers etal., 1990): (21 the Xhol EcoRLE3IUTR fragment of

the sheath actin ¢DNA- (position 1269 2330: GenBunk
aceession no. X32868) (DesGroseillers et al., 1990): and 3)
the BellEcoRI fragment YUTR fragmuent of the neuronal
actin ¢DNA (position 1230 1596: GenBank accession no.
L1352} (DesGroserdlers et al,, 1994), as desenibed pre-
viouslv (Wickham and  DesGroseillers, 19911, Clones
positive for probe #1. but not for probes #2 and £3 were
molated, PCR amplified, subcloned in pBlueseript (Strata-
gene, La Jolly, CA. USA) and sequenced according to the
I7 sequencing kit protocol (Amersham Bioseienees, Baw
d'Urfe, QC. Canadal.

2.3 Nurthern blot anabysts

Total RNA was extracted by the guanidine-isothioeya-
nate procedure {DesGroserflers et al, 19871, and polylA)
RNA isolated on oligotd brecellulose type 7 columing
{Amersham Biosciences). Ten microgrmms o poly(A)+
RNA were separated by clectrophoresis on a 10 agarose-
formaldehyvde gel, and blotted onto Hybond-Nt+ filierns
{Amersham Biosciences). Hvbridizanons were performed
al 68 C for 16 hin 3+ SSC, S5+ Denhardt solution,
0.3% SDS, and 100 pg'mb denatured salmon sperm
DNA. Following hybndization. lilter blots were washed
n 0.1+ SSC. 0.1% SDS at 68 € and exposed w Kodak
Neray il (Amenham Biosciences) at - 80 C for cither
16 h or u week

24 cRNA probes and mosin hybridization

apACT, ¢DNA was digested at the Hud 1L FeoRl
restriction sites (nucleoudes 1392 and 1570 1 the 3UTR)

kb 1 2 3 4 §

9.4
7.4-

4.4-
23—

13-

0.24-

Fig. 1. Expresston of acnn isoforms in . phsir tissucs. Northern blot acalvsis of RNAs isniated from plisia hssues using ¢DNA sequences comesponding to
the apAC' |, coding region (A} or apAC T, 3-UTR By 2 probes. Lanc 1, gill lane 2, hean; lane 3, ovotosus: lane 4, kidney, lane 5. ONS.
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Fig. 2. Nucleotide and deduced amine acid sequences of the Aphsia opACT,, cDNA. Amino acids are numbered starting at the first ATG of the open reading
frame, GenBank accession no. AY703989.
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and the resulung fragment was subcloned in PGEM-77
veetor (Promega, Madison, W1, USA) cRNA probes were
obtained by i vitro trnsenption using 17 tant-sense
probe) and Spo (sense probe) RNA polymerases (Pharma-
cia Biotech., Baie d'Urle, QC, Canadal in the presence of
digoxigenin-UTP  (Bochnnger Mannheim, Laval, QC.
Canada), according to the manulacturer’s instructions.
The size and amounts of lubelled RNAs were evaluated
by Northern blotting after separation on a formaldehyde-
agarose gel. Probes were aliquoted and stored at 80 €
until use. In sitw hvbridization was performed on parafiin
tissue sections, as deseribed previously (Zappulla et al,,
1999,

3. Resulls

31 Muleclar cloning of @ novel actin ¢DNA 1apACT,)
specifically expressed in Aplysia ovorestis

Northern blot experiments using an actin open reading
frame sequence as a probe were done to study the
dillerential distribution of actin isofonns among {plysia
tissues. Transeripts of Lo and 2.3 kb, likely coding for
the actin newronal and  sheath isoforms,  respectively
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MES . WHHTE *NE. RYAPEEHDPYLLTEAPLN AN EEMTS . MFRTFNEPAY Y VAT CAVIS LYASGRTTG IVLAS
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(DesGroseillers et al, 1990, 1994), were widely observed
among tissues although their fevel of expression varied
(Fig. 1A} In all the tissues analvzed, the neuronal soactin
appeared the most abundantly expressed asoform. This
solorm is parucularly abundant in the ovotests, whereas
the sheath isoactin 15 barely deteetable o this tissue.
Interestingly. an addioonal band of 3 kb was specilically
observed 10 RNA solated from ovotests (Fig. TA) In
order o charscterize this transeript. we sereened replicates
of o 2gd0 dAplesie ovowstis ¢DNA Jibrary with probes
derived from cither the actin coding region or from the 3'-
untranslated  region (3-UIR) of the twe cloned actin
tDNAs. We hypothesized that clones that hvbridize with
the probe in the conmon coding region, but not with
those 1n the FUTRs are Bikely to code for a new actin
isolorm. By adopting this strategy. we were able o clone
a (ull Jength ¢cDNA coding for @ novel actin 1soform that
we named apACTov (Fig 2). The ¢DNA iy 1570
nucleatides fong and the mitiator ATG found at position
131 15 [ollowed by an open reading frame of 1128
nucleotides. A powntial polvadenylation signal sie 1

found ot position 1547, While the coding region of

apACTov is sinnfar (0 those of the other actin 1sofoms,
no sequence similarty is observed in the §'- and the -
UTRs. of respectively 131 and 309 bp.
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Actl human
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Fip. 3 Conserved amino acid ssquence between apACT, and other actin isoforms. 1A ) Companson of the peptidic scquenees of the Apfisia isoactins. The
one fetter code is used. Variable mmine acids are shown in whic on a dark bhox. (B) Comparison of the N-terminus sequence of apACI,, with
comesperding sequences of human actin proteins. Acts humae, cardiac muscle a-actin (GenBank acecssion ro. PU4270F; Acts human, skeleral muascle
a-actin {GerBank acccrsion no, 02568, Acta human, vascular smooth muscle a-actin (GenBank acecssion ro. [03996); Acth human, ertenic smooth muscle
y-actn {GenBank aceassion no. 12718}, Acth human, '-non-muscle acun (GenBank aceession no, PROTRY; Actg human, y-nen-muscle actin (GenBank

accession no. PO2371 ),
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To determing #ts tissue distnbution, a Northemn blot was
hybridized with a probe comesponding W the 3¥UTR of
apACTov (Fig. IB). Two bands were spectfically detected
in RNAs isolated from ovotests. demonstrating the tissue-
specificity of this gene. The mujor band was observed at
around 1.0 kb, which is very close o the size of the
1solated ¢DNA. A minor band was also visible at around 3
kbh. Since the 3 kb bund bybridizes with the apACTov
FUTR probe, it likely derives from aliemative splicing or
a differential choice of potyadenyvlation sites. generating
longer S UTR andior 3'UTR.

2.2 Primary strucnoe of apACTov

franslation of the coding region generstes a putative
apACTov protein ol 376 amino acids that shows 96° and
94% sequence dentity with the neuronal (DesGrosellers et
al., 1994) and the sheath (DesGroseillers et al., 1990y actin
wsofonns, respectively (Fig 3AL This high sequence
wdentity 18 consistent with the observed high similarity of
actin isoforms m keeping with therr primary sequences and
therr physical and chemical properties  (Sheterhine and
Sparrow, 1994). As tor all actin soforms, the N-terminus
of apACTov 15 acidie. Conservation of this site i
mmportant sinee it 1s wvolved in myvosm activation and is
close o or part ol the binding site for @ number ot actin
binding protemns (Sheterline and Sparrow, 1994). In
apACTov, an Ala and a Met residue are found respectively
upstream and downstream of the N-tenminal conserved
sequence Ala-Leu-Val-Val-Asp-Asn-Gly-Ser-Glv'®, sug-

L]

gesting that upACTov is more closely related to evtoplas-
mic isoacting (Fig. 3By (Pollard and Couvper. 1936;
Rubenstein, 1990). However, the presence of an Ala
following the initial Met residue is reminiseent ol muosele
wsoacting (Fig. 3B) (Pollard and Cooper, 1986. Sheterline
and Sparrow. 1994),

33 apACToy mRNL w8 highly concentrared in the Aphsi
oocrtes cortical faver

In sie hybridization experiments were then performed
W investigate the sie(st of expression of apACTov i the
Aplvsie ovotestis. Using the antisense  probe. specific
signals were observed i many immature ooevles (Fig
4AL Other structures were negative. At the sub-cellular
level, the apACTov transeript was not uniformly distrib-
uted within vocytes but was localiced in o crescent-tike
structure ot the cortical layer (Fig. 4B) or o large
microvilh at the surlace of the egg (Fig. 4C and 4D).
The signal speciticity was confimmed by the absence of any
signal when adjpeent sectons were hybndized with the
sense probe (data not shown).

4. Discussion

In this paper. we characterized an A calijormea actin
isuform speeifically expressed m the ovotestis, Diflerential
tissue-specific expression of the three Aplyvsiv actn genes
1 likely dependent on promoter sequences and tissuc-

B
o
D

Fig. 4. Ie siu hybndization of apACT,, on paraffined sections of {phisiy ovotests. {A) mRNA diswribution of the apACT,, transeript in several oocytas.
Mapmfication: 10 18} Positrve signals are restiicted to crescent bke structures w the comical laver of the ooeytes. Magmificanon: 40« (C) (D) The apAC Ty,
transeript 15 also present in mucrov il of the surface of the epes Magmficatton: 100+
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specific transcriptional regulation. The coding region of
apACTav is highly identical to those of the two previously
1solated Aplvsia actin isoforms (DesGroseillers et al., 1990,
1994) and displays several key features common to
eukaryotic actins: in particular, Cys286 and Cys375,
Tyr7l and Lys239, thought to be involved in myosin
binding, actin polymerization and interaction with tropo-
myosin, respectively, are well conserved (Hightower and
Meagher, 1986). Sequence analysis of the N-terminal
extremity, which provides a simple classification criterion,
places apACTov within non-muscle isoactins (actins of
Class ). This is consistent with the more general ob-
servation that invertebraies only express cytoplasmic-like
actins, being the evolutionary archetypes of actins (Sheter-
line and Sparrow, 1994).

In contrast, the nucleotide sequences of the §'- and 3'-
untranslated regions are different from those of the other
Aplysia actin isoforms. It is now well documented that
specific sequences in the 3'-untranslated region regulate
the sub-cellular transport and localizetion of several
mRNAs (Hill and Gunning, 1993; Kislauskis et al,
1993; Bassell et al., 1999). Among them, isoactin mRNAs
are differentially localized in sub-cellular compartments in
many ccll types and species. In mammals, a cis-acting
zipcode sequence m the ¥-UTR of [-uctin mRNA
(Kislauskis et al, 1994) and trans-acting zipcode-binding
proteins have been 1dentified and allow regulated local-
ization of the transcript (Ross et al., 1997).

4.1. Possible physiological rles of apACTov

The sub-cellular locahzation of apACTov mRNA to the
cortex of immature oocytes is consistent with previous
reports in scveral species showing that this structure is
particularly rich in poly(A}t and more specifically in actin
RNAs (Watson et al., 1993). This RNA organization may
repulate appropriste translation of mRNA in time and
space during cogenesis and proper segregation of mRNAs
in dividing blastomeres. However and in contrst to
published data showing uniform cortical distribution of
RNAs all around the oocytes, apACTov RNA was
observed in crescent-like structures or in microvilli at
one pole of the egg. The highly specific localization of this
actin mRNA suggests that it may play specialized role(s)
during oogenesis and/or in fertilized eggs. The presence of
apACTov mRNA in crescent-like structures and microvilli
may be important to maintain a high level of the apACTov
protein at specific site of the cortex as a result of reguluted
local translation. The cortical cytoskeleton is thought to
participate in a number of events in carly development,
including the incorporation of the sperm nucleus by the
egg (Tilney and Jaffe, [980), the migration of intracellular
vesicles to the cell cortex (Allen et al., 1992) and the
formation of the contractile apparatus for cyiokinesis
(Mabuchi, 1994). Some of these functions may be
regulated by a restricted oocyte actin gene. It will be

interesting (o investigate the mechanisms involved in the
temporal and spatial transport of apACTov mRNA to sub-
cellular domains.
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