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RÉSUMÉ 

L'acétylcholinestérase (AChE, EC 3.1.1.7) est une enzyme indispensable de la 
transmission synaptique cholinergique. Son inhibition par les organophosphorés et les 
carbamates est à la base de certains traitements insecticides et nématicides utilisés en 
agriculture. Les faunes sauvage (en particulier les poissons) et domestique sont exposées 
aux résidus des traitements anticholinestérasiques. La mesure de l'inhibition de l'activité 
AChE chez ces espèces est un marqueur fiable de l'exposition. Ceci est montré ici pour 
l'AChE de carpes exposées expérimentalement au carbofuran (carbamate). Nous 
présentons parallèlement des données sur le gène de l'AChE chez Danio rerio et sur les 
formes moléculaires de l'enzyme chez Danio, Cyprinus carpio et Oncorhynchus mykiss. 
Contrairement à ce qui est observé chez d'autres vertébrés, le gène d'AChE de Danio ne 
possède pas d'exon H et seules les sous-unités de type T ont pu être identifiées chez ces 
trois espèces. Des résultats préliminaires d'hybridation in situ sur les embryons sont 
présentés et nous discutons l'intérêt des expériences de transgenèse dans l'oeuf de Danio 
pour étudier d'éventuelles fonctions morphogénét iques de l'AChE au début du 
développement. 

FISH ACETYLCHOLINESTERASE AS A TARGET FOR ORGANOPHOSPHATES 
AND CARBAMATES. 

CHARACTERIZATION OF THE GENE AND MOLECULAR FORMS OF THE ENZYME 
IN DANIO RERIO. EFFECTS OF ANTICHOLINESTERASE AGENTS. 

ABSTRACT 

Acetylcholinesterase (AChE) is a key component of the cholinergic synapse where it 
terminates the action of ACh. Inhibition of AChE is the basis for some agricultural treatments 
against insects and nematodes. Wildlife (especially fishes) and domestic animals are often 
exposed to these treatments and the measure of the remaining AChE activity is a reliable 
marker of their exposition. Such an inhibition is shown here for carps experimentally 
exposed to the carbamate carbofuran. We also present data obtained on the AChE gene in 
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the zebrafish Danio rerio and on molecular forms of AChE in Danio, Cyprinus carpio and 
Oncorhynchus mykiss. Contrary to what is observed in other vertebrates, Danio AChE gene 
does not contain H exon and only T subunits have been identified in these three species. 
Preliminary results of in situ hydridization of AChE messengers on embryos are also 
presented and the interest of plasmid micro-injection in the egg of Danio is discussed for the 
study of a possible function of AChE in morphogenesis at early stages of development. 

INTRODUCTION 

(.'acetylcholinesterase (AChE, EC 3.1.1.7.) est responsable de l'hydrolyse de 
l'acétylcholine et est donc une enzyme clé de la transmission cholinergique. Chez les 
poissons, comme chez les autres vertébrés, l'innervation motrice des muscles est 
cholinergique et il existe de nombreuses zones cholinergiques centrales, associées en 
particulier aux systèmes sensoriels. D'autre part, aux stades précoces du développement, 
de l'AChE est produite sans rapport avec une quelconque innervation cholinergique (revue 
dans TOUTANT et MASSOULIÉ, 1988). A ces stades, l'AChE pourrait se comporter non 
comme une enzyme mais comme une molécule d'adhérence cellulaire par l'intermédiaire 
d'un domaine de la molécule présentant des homologies avec la glutactine et la 
neurotactine (KREJCI etal., 1991 ; DARBOUX etal., 1996). 

Les inhibiteurs les plus efficaces de l'AChE sont les organophosphorés (OP) et les 
carbamates (CB), deux familles de composés anticholinestérasiques utilisées en agriculture 
comme insecticides et nématicides. L'inhibition de l'AChE chez l'adulte conduit à des 
troubles de la perception et à des paralysies musculaires, l'ACh en excès ayant pour effet 
de désensibiliser le récepteur à l'ACh postsynaptique en le maintenant en position fermée. 
Les concentrations d'inhibiteurs généralement utilisées en agriculture sont le plus souvent 
insuffisantes pour produire des troubles immédiats chez les vertébrés. Il n'en est pas de 
même en cas d'intoxication aiguë provoquée par une libération massive de nature 
accidentelle ou criminelle (gaz sarin du métro de Tokyo). Un aspect mal connu est celui des 
effets de l'exposition chronique à de faibles doses d'anticholinestérasiques. Bien que les 
organophosphorés et les carbamates aient une demi-vie relativement brève, en particulier 
dans l'eau, les faibles concentrations mesurées sont compensées par la très forte toxicité 
des produits. De nombreux exemples ont été rapportés où l'inhibition de l'AChE reflète la 
contamination des eaux par les anticholinestérasiques. C'est le cas en particulier chez les 
invertébrés marins et d'eau douce (revue dans EDWARDS et FISHER, 1991). Chez les 
poissons, la sensibilité aux OP et CB est soulignée par les accidents écologiques comme 
le déversement accidentel de 10 tonnes d'OP dans le Rhin après l'incendie des entrepôts 
Sandoz entraînant la mort de 220 tonnes d'anguilles sur 400 km de fleuve (CAPEL et al., 
1988). C'est aussi le cas pour des contaminations plus faibles telles que celles qui résultent 
des pratiques agricoles (ZINKL et al., 1991). Dans le cas des poissons marins, GALGANI 
et al. (1992) ont noté une corrélation entre l'inhibition de l'AChE des muscles de limande et 
la localisation du point de capture sur un gradient de pollution comportant des 
organophosphorés en mer du Nord (German Bight Transect s'étendant de l'estuaire de 
l'Elbe au Dogger Bank). En Martinique où l'utilisation des OP et CB est massive (2t/km 2 

contre 12kg/km 2 en métropole), il existe une corrélation entre l'activité AChE des muscles 
du poisson chirurgien (Acanthurus bahianus) et l'éloignement de la côte du site de capture 
(BOCQUENÉ, 1996). 

Il apparaît ainsi que l'étude de l'activité AChE peut être un bon marqueur de la 
contamination par les OP et CB, à la condition de respecter des protocoles précis pour 
l'extraction des tissus et le dosage de l'enzyme (voir FAIRBROTHER et al., 1991). En 
généra l , une connaissance approfondie de l 'enzyme chez l'espèce choisie est 
indispensable. 
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Le présent travail comporte deux parties. Dans la première, nous présentons les 
résultats de l'étude du gène de l'AChE de Danio rerio et des formes moléculaires de 
l'enzyme chez Danio, Oncorhynchus mykiss et Cyprinus carpio. La deuxième partie montre 
un exemple d'inhibition de l'AChE obtenue expérimentalement après exposition de carpes 
au carbofuran (CB). 

MATÉRIEL ET MÉTHODES 

Les méthodes utilisées pour le clonage et le séquençage du gène de l'AChE de 
Danio sont détaillées dans COUSIN et al. (1996). 

Hybridation in situ 

Pour synthétiser des sondes utilisables en hybridation in situ, la séquence de l'ADNc 
est introduite dans un vecteur permettant la synthèse in vitro d'un ARN antisens 
complémentaire de l'ARN messager. Lors de la synthèse, des bases modifiées 
(DIG-11-UTP) sont introduites dans l'ARN antisens. La sonde est ensuite incubée avec des 
embryons entiers de différents stades. Après lavage, la présence de la sonde est révélée 
par un anticorps anti-DIG couplé à une phosphatase. Une sonde sens est utilisée comme 
témoin négatif. 

Analyse des formes moléculaires 

Les méthodes utilisées pour l'extraction séquentielle de l'AChE et l'analyse en 
gradient de saccharose des formes moléculaires sont exposées en détail dans TOUTANT 
et al. (1988). 

Deux méthodes peuvent être utilisées : 

- L'extraction séquentielle nécessite trois extractions successives (dans les milieux 
LS, HS et LST). Le culot de chaque extraction est repris dans le milieu suivant. Cette 
procédure donne trois extraits qui sont appelés LSS (pour Low Salt Soluble), HSS (pour 
High Salt Soluble) et DS (pour Detergent Soluble). Les milieux LS, HS et LST contiennent 
tous 10 mM de tampon Tris-HCI et un mélange d'antiprotéolytiques : EDTA (5 x 10 3 M), 
aprotinin (7,5 x 10 3 TIU/ml , 30 ul de la solution commerciale Sigma pour 100 ml de milieu), 
bacitracine (0,1 mg/ml). Les milieux HS et LST contiennent en outre 1 M NaCI ou 1 % de 
Triton X-100 respectivement. 

- L'extraction en une seule étape se fait dans du tampon HST (pour High Salt Triton) 
qui contient 10 mM de tampon Tris-HCI, pH 7, 1 % de Triton X-100, 1 M NaCI et les 
antiprotéolytiques déjà cités. 

Essais d'inhibition de l'AChE par le carbofuran in vivo 

Les expériences ont été réalisées dans les bassins de pisciculture de la Faculté des 
Sciences Agronomiques de Gembloux (Belgique). Le carbofuran utilisé est une formulation 
commerciale à 200 g/l (Curater 200). Des bassins de 200 litres (eau à 12 °C) ont été 
préparés avec des concentrations de carbofuran de 50 et 10 ppb. Quinze carpes sont 
placées dans chaque bassin pour deux jours. Un lot de carpes maintenues dans un bassin 
de même contenance sans traitement sert de témoin. Les carpes exposées au carbofuran 
et les animaux du lot témoin sont sacrifiés au bout de deux jours. Les rosettes olfactives, les 
bulbes olfactifs et le reste du cerveau sont disséqués immédiatement. 
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R E S U L T A T S 

C a r a c t é r i s a t i o n d e I 'ADNc et d u g è n e d e l 'AChE c h e z Danio rerio 

N o u s a v o n s c lone un A D N c c o d a n t pour l 'AChE chez Danio rerio. Le pept ide dédu i t 

d e ce t te s é q u e n c e p résen te p lus de 7 0 % d' ident i té avec l 'AChE de Torpedo marmorata et 

p o s s è d e t o u t e s les ca rac té r i s t i ques des AChEs . En part icul ier, la t r iade cata ly t ique est 

i n s e r t i o n 

ATG 

F i g u r e 1 

S c h é m a d e la s t ruc ture d e s g è n e s d 'AChE c h e z Danio et Torpedo e t d e s f o r m e s 

m o l é c u l a i r e s d ' A C h E dér ivan t d e l 'épissage d e s e x o n s H et T c h e z Torpedo 

( d ' a p r è s M A S S O U L I É et al., 1993 ) . 

L e s 3 r é s i d u s ( S 2 0 0 , E 3 2 7 et H 4 4 0 ) de la t r iade cata ly t ique et le si te a n i o n i q u e 

W 8 4 (*) s o n t c o n s e r v é s d a n s les deux e s p è c e s . L' insertion c h e z Danio est 

i n d i q u é e . 

L e s t r a n s c r i t s H d o n n e n t d e s sous-un i tés H qui acqu iè ren t un g lyco l ip ide e n 

C - t e r m i n a l et d o n n e n t d e s f o r m e s G2a d e t y p e I. Les t ranscr i ts T d o n n e n t d e s 

f o r m e s g l o b u l a i r e s G 1 , G 2 o u G 4 hydrophi les , d e s f o r m e s G1 et G 2 a m p h i p h i l e s d e 

t y p e il e t les f o r m e s a s y m é t r i q u e s (la f o r m e A 1 2 es t représentée ) . 

F i g u r e 1 

C o m p a r i s o n of t h e A C h E g e n e st ructure in Danio and Torpedo a n d s c h e m e of 

m o l e c u l a r f o r m s ar is ing f r o m the al ternat ive sp l ic ing of H a n d T e x o n s in Torpedo 

(a f ter M A S S O U L I É et al., 1993 ) . 

T h e t h r e e r e s i d u e s of t h e cata ly t ic triad ( S 2 0 0 , E 3 2 7 and H440) as wel l as W 8 4 (*), 

t h e a n i o n i c subs i te , a r e c o n s e r v e d . The addi t iona l c o d i n g s e q u e n c e in Danio is 

s h o w n a s a n inser t ion . 

H t r a n s c r i p t s e n c o d e t h e H subun i ts tha t a c q u i r e a g lycol ip id mo ie ty at t h e C-

t e r m i n u s a n d g i v e t h e G 2 a f o r m s of type I. T t ranscr ip ts g ive hydrophi l ic G 1 , G 2 

a n d G 4 f o r m s , a m p h i p h i l i c G1 a n d G2 f o r m s of t y p e II a n d the a s y m m e t r i c f o r m s 

( A 1 2 is d r a w n ) . 

ATG 

Danio rerio 

Torpedo marmorata 

Q u e u e 

c o U a g é n i q u e 

A n c r e 

g l y c o l i p i d i q u e 

G2al G1 G2 G4 A12 G1all G2all 
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constituée d'une serine, d'un acide glutamique et d'une histidine. Le site actif est complété 
par un tryptophane en position 84. On peut noter la présence de 14 résidus aromatiques en 
bordure de la gorge catalytique comme dans les AChEs d'autres vertébrés. 

Les structures du gène de l'AChE de Danio et de torpille sont comparées sur la 
Figure 1. Le dernier exon code pour un peptide C-terminal de type T (voir plus loin la nature 
des formes moléculaires rencontrées chez Danio). Contrairement à la torpille, nous n'avons 
pas identifié, chez Danio, d'exon de type H dans la séquence génomique en amont de 
l'exon T. L'absence d'exon H chez Danio est en accord avec l'absence de formes 
moléculaires sensibles à la PI-PLC (voir plus loin). 

Le gène de l'AChE de Danio comporte une insertion comprenant une partie codante 
(de 90 pb) et un intron (164 pb). Les trente acides aminés supplémentaires forment une 
boucle hydrophile. La modélisation tridimensionnelle de l'AChE de Danio rerio montre que 
cette région peptidique additionnelle est localisée à l'opposé de l'entrée du site actif. 

Hybridation in situ et transgenèse 

Le clonage de l'ADNc nous a permis de synthétiser des sondes utilisables en 
hybridation in situ. Les résultats préliminaires que nous avons obtenus montrent une 
expression précoce des ARNm d'AChE dans les somites. Au stade 24 h, les somites 1 à 22 
sont marqués (Figure 2). A ce stade, l'embryon comporte environ 30 somites. Un marquage 
est aussi détecté dans l'ébauche de cerveau à la base du mésencéphale et au niveau des 
premiers rhombomères. 

Figure 2 
Localisation par hybridation in situ des messagers de l'AChE. Vue latérale d'un 
embryon de Danio au stade 24 heures. Le messager est localisé dans le cerveau 
à la base du mésencéphale (M) et dans le tronc au niveau des myotomes (my). 

Figure 2 
Whole-mount in situ hybridization of AChE mRNAs. In a 24 h-old embryo of 
zebrafish the messenger is expressed in the midbrain floor (M) and in the 
myotomes (my). 

Analyse des formes moléculaires de l'AChE chez Danio rerio 

La structure des formes moléculaires de l'AChE chez les vertébrés est résumée par 
la Figure 1. Chez la plupart des espèces, le gène donne naissance à deux transcrits 
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alternatifs qui possèdent soit l'exon T, soit l'exon H. Les transcrits H donnent des peptides 
qui acquièrent, lors de la maturation post-traductionnelle, un glycolipide en C-terminal. Ces 
pept ides s'associent en dimères et sont sensibles à la phosphatidyl-inositol 
phospholipase C (PI-PLC). Les transcrits T peuvent donner des monomères, des dimères 

-i 1 1 1 1 

O 10 2 0 30 40 

Fractions 

Figure 3 
Formes moléculaires de l'AChE de Danio adultes. 
Trois extractions successives ont été réalisées dans des milieux LS, HS et LST. 
Chaque extrait est analysé par ultracentrifugation sur gradient de saccharose en 
présence de 1 %TX-100 ( • ) ou en absence de détergent ( • ) . La centrifugation dure 
18 h à 36 000 rpm à 4 °C dans un rotor SW41 (200 000 g). Les flèches indiquent la 
position des marqueurs de sédimentation : p-galactosidase à gauche (16S) et 
phosphatase alcaline à droite (6,1 S). 

Figure 3 
Centrifugation analysis of AChE molecular forms from adult Danio. 
Three sequential extractions were performed in LS, HS and LST buffers 
respectively. Each extract was analyzed on sucrose gradient containing 1 % 
TX-100 ( • ) or no detergent (G).The run lasted 18 h at 36,000 rpm at 4 °C in a SW41 
rotor (200,000 g). Vertical arrows indicate the position of internal markers of 
sedimentation : p-galactosidase on the left (16S) and alkaline phosphatase on the 
right (6.1 S). 
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et des tétramères (formes globulaires G 1 , G2 et G4) ainsi que des formes complexes 
associant un, deux ou trois tétramères et une « queue » collagénique (ces formes sont dites 
asymétriques : A4, A8 et A12). Les différentes formes ne sont pas toujours présentes 
simultanément dans un tissu donné et leur expression est aussi régulée au cours du 
développement (revue dans MASSOULIÉ et al., 1993). La diversité des formes moléculaires 
d'AChE et de leur dispositif d'ancrage correspond à une diversité de localisation cellulaire : 
association à la face externe des membranes cellulaires pour les formes G2 et G4 
amphiphiles, ancrage des formes asymétriques dans la membrane basale des jonctions 
neuromusculaires. 

Nous avons analysé les formes moléculaires de Danio en procédant à des 
extractions séquentielles sur des animaux entiers (Figure 3). La procédure d'extraction (voir 
Matériel et Méthodes) permet de solubiliser dans des fractions différentes l'AChE 
cytoplasmique ou sécrétée (fraction soluble dans le milieu LS) et l'AChE membranaire 
(soluble dans le milieu LST). Le milieu de haute force ionique HS solubilise spécifiquement 
les formes asymétriques. Ces différentes fractions sont analysées par ultracentrifugation sur 
gradient 5-20 % de saccharose qui permet la séparation des formes moléculaires. En 
général, un extrait donné est centrifugé sur deux gradients dont l'un contient du Triton X-100 
et l'autre non. Les formes amphiphiles présentent des différences de sédimentation entre 
les deux types de gradient alors que les formes hydrophiles (formes asymétriques par 
exemple) ont une sédimentation inchangée. La Figure 3 montre ce type d'analyse pour 
l'AChE de Danio. Dans les milieux LS et LST, deux formes moléculaires sont identifiées : 
une forme dimérique amphiphile (noter le changement de sédimentation entre les deux 
gradients) et une forme G4 hydrophile. Nous avons traité ces formes G2a par la PI-PLC : 
celle-ci n'a pas d'effet. Ceci indique que ces formes dérivent probablement de transcrits T. 
Dans l'extrait HS, les deux formes principales sont les deux formes asymétriques A12 et A8. 

Les activités AChE des trois extraits de Danio réalisés successivement dans les 
milieux LS, HS et LST sont dans le rapport 1/10/3. Moins de 10 % de l'activité AChE totale 
est donc solubilisée dans le milieu LS. Les formes globulaires amphiphiles et les formes 
asymétriques constituent l'essentiel de l'activité. Il est intéressant de noter ici que le tampon 
d'extraction recommandé pour les études d'inhibition de l'activité AChE des organes de 
poissons (2INKL et al., 1991) est un simple tampon phosphate pH 8. Ce tampon ne 
solubilise qu'une faible proportion de l'activité AChE (représentée par les formes globulaires 
hydrophiles). L'inhibition mesurée sur cette fraction de l'activité totale n'est peut-être pas 
représentative de l'inhibition physiologique. 

Analyse des formes moléculaires chez la truite Oncorhynchus mykiss et la 
carpe Cyprinus carpio 

Quelle que soit la méthode d'extraction utilisée, nous avons identifié des formes 
moléculaires d'AChE très similaires à celles de Danio. Chez la carpe et la truite, une 
proport ion importante de l'activité AChE totale est représentée par les formes 
asymétriques, même dans le cerveau où le pourcentage est beaucoup plus faible chez les 
vertébrés supérieurs. A titre d'exemple, les profils de sédimentation de l'AChE d'un extrait 
HST direct de cerveau de truite sont présentés à la Figure 4A. 

La taille des truites et des carpes permet de disséquer facilement les différentes 
parties du cerveau ainsi que les rosettes olfactives qui abritent l'épithélium contenant les 
cellules sensorielles. Le profil de l'AChE des bulbes olfactifs est comparable à celui du 
cerveau alors que les formes asymétriques sont difficilement visibles dans un extrait direct 
HST de rosettes. L'extraction séquentielle des rosettes permet cependant de mettre en 
évidence sans ambiguïté la présence de formes asymétriques d'AChE dans la fraction 
soluble en milieu HS (Figure 4B). 
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Figure 4 
Formes moléculaires de l'AChE extraite de cerveau de truite (A) et de rosettes 
olfactives (B) de carpe. 
L'extrait direct de cerveau de truite dans un milieu HST (A) et l'extrait HS d'une 
extraction séquentielle de rosettes olfactives de carpes (B) sont analysés sur des 
gradients de saccharose en présence deTX-100 ( • ) et/ou en absence de détergent 
(_i). Les conditions de sédimentation sont identiques à celles de la Figure 3. 

Figure 4 
AChE molecular forms extracted from trout brain (A) and from carp olfactory 
rosettes (B). 
A direct extract of trout brain (in HST buffer) (A) and the HS extract of a sequential 
procedure of olfactory rosettes of carps (B) were analyzed by ultracentrifugation 
as in Figure 3 in the presence of 1 %TX-100 ( • ) or/and in the absence of detergent 
(J) . Centrifugation conditions as in Figure 3. 

Effets du carbofuran 

Les activités AChE ont été mesurées dans les rosettes, les bulbes olfactifs et le reste 
du cerveau chez les animaux exposés à 10 ou 50 ppb de carbofuran pendant 48 heures 
(pour la dose de 50 ppb les mesures ont été effectuées sur 11 animaux, 4 carpes étant 
mortes avant la fin de la balnéation). Les pourcentages d'inhibition sont exprimés par 
rapport aux activités mesurées chez les animaux témoins (Figure 5). Il existe une corrélation 
directe entre l'inhibition et la dose de carbamate utilisée. 

DISCUSSION - CONCLUSION 

L'AChE de Danio est la deuxième séquence d'AChE connue chez les téléostéens. La 
séquence de l'AChE de gymnote (Electrophorus electricus) a en effet été déterminée 
parallèlement au présent travail (SIMON et MASSOULIÉ, 1997). Dans les deux cas, une 
séquence supplémentaire d'une trentaine d'acides aminés (absente dans les autres AChEs 
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E f f e t s d e l ' e x p o s i t i o n d e c a r p e s a u c a r b o f u r a n (10 et 50 p p b ) s u r l 'activité A C h E 

m e s u r é e d a n s l e s r o s e t t e s o l f a c t i v e s , l e s b u l b e s o l f a c t i f s e t le r e s t e d u c e r v e a u 

( n = 15 p o u r t é m o i n s e t 10 p p b , n = 11 p o u r 50 p p b ) . 

F i g u r e 5 

E f f e c t s o f e x p o s u r e t o c a r b o f u r a n (10 a n d 50 p p b ) o n t h e A C h E a c t i v i t y m e a s u r e d 

o n o l f a c t o r y r o s e t t e s , o l f a c t o r y b u l b s a n d t h e r e s t o f b r a i n i n c a r p s ( n = 15 f o r 

c o n t r o l s a n d 10 p p b , n = 11 f o r 5 0 p p b ) . 

de ver tébrés) est o b s e r v é e en ava l du rés idu 416 . La pos i t ion d e ce pep t ide , loin d e la g o r g e 

ca ta ly t ique, pe rme t d 'exp l iquer qu' i l n'a pas d'effet sur les p ropr ié tés cata ly t iques de 

l 'enzyme ( l 'AChE de g y m n o t e est une d e s e n z y m e s les p lus rap ides pu isqu 'e l le hydro lyse 

14 0 0 0 mo lécu les d ' A C h pa r s e c o n d e ) . 

Les f o r m e s mo lécu la i res qui on t é té ident i f iées chez Danio son t c o m p a r a b l e s à ce l les 

décr i tes chez les au t res ve r téb rés . 

C o m m e chez les o i seaux , les rept i les et les au t res té léos téens , il n 'ex is te pas de 

f o r m e s anc rées par un g lyco l ip ide . Cec i ind ique qu' i l n'y a pas de t ranscr i t s H chez c e s 

espèces . Nous avons mon t ré , par s é q u e n ç a g e de l 'ADN g é n o m i q u e , qu' i l n 'existe pas, c h e z 

Danio, d 'équ iva lent d e l ' exon H de l 'AChE d e torp i l le ou d e s m a m m i f è r e s . 

N o u s avons noté que , c o m m e c h e z les au t res ve r téb rés in fér ieurs , la propor t ion de 

f o r m e s A d a n s le c e r v e a u d e c a r p e et de t ru i te est impor tan te et n o u s a v o n s mis e n 

év idence une p ropor t ion faible de c e s f o r m e s a s y m é t r i q u e s d a n s d e s extrai ts de fosset tes 

o l fact ives. La p r é s e n c e de ces f o rmes é tan t p resque tou jours l iée à une innervat ion 

cho l ine rg ique , nous pouvons n o u s d e m a n d e r si ce la ind ique la p r é s e n c e d 'une te l le 

innervat ion (e f férente ?) de l 'ép i thé l ium sensor ie l olfactif. Ce t te ques t i on sera étud iée p lus 

en déta i l , l 'exposi t ion aux éven tue ls po l luan ts inh ib i teurs de l 'AChE af fec tant en premier l ieu 

les fosse t tes o l fact ives. 

De façon p lus généra le , nous p e n s o n s q u e la m e s u r e de l ' inhibi t ion de l 'AChE c h e z 

les po i ssons peu t cons t i tuer un m a r q u e u r f iable de la p r é s e n c e d ' O P ou de C B . D'autres 

é tudes mon t ren t en effet une exce l len te cor ré la t ion en t re la concen t ra t i on de ca rbo fu ran et 

l ' inhibi t ion de l 'AChE extra i te par exemp le d 'a lev ins de b roche t Esox lucius, toutes les 

f o r m e s mo lécu la i res é tant i nh ibées d a n s les m ê m e s p ropor t i ons ( A M B L A R D et al., 1998, 

d a n s ce vo l ume) . 
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Nous nous intéressons à un autre aspect de l'inhibition de l'AChE : celui qui peut 
affecter l'enzyme exprimée au tout début du développement (avant l'établissement d'une 
quelconque innervation cholinergique). Si l'inhibition de cette AChE entraîne des 
malformations et la mort des embryons, elle passe vraisemblablement inaperçue dans les 
milieux naturels. HANNEMAN (1992) a montré que le diisopropylfluorophosphate (DFR un 
organophosphoré) altère la somitogenèse chez l'embryon de Danio. Cependant, le DFP 
affecte toutes les proteases à serine et les concentrations utilisées sont fortes (10 5 à 
1 0 4 M). Il est ainsi difficile de relier les effets observés à la seule inhibition de l'AChE. C'est 
en partie pour aborder de nouveau cette question que nous nous intéressons à la 
transgenèse dans le modèle Danio. L'objectif est d'inhiber l'AChE in vivo, en faisant exprimer 
la fasciculine, un inhibiteur protéique très spécifique de l'AChE, dans les tissus où s'exprime 
l'AChE. 

L'inactivation d'un gène par recombinaison homologue n'est actuellement pas 
possible chez Danio. Cependant l'expression d'un transgène, sa transmission à la lignée 
germinale et donc l'obtention de poissons transgéniques, est possible grâce à l'injection 
d'ADN plasmidique linéarisé. Les premières expériences réalisées permettaient d'obtenir 
un niveau élevé d'animaux de F1 transmettant le transgène à leur descendance (environ 
17 %) . Cependant le transgène n'était pas actif chez les poissons transgéniques (CULP et 
al., 1991). En plaçant le transgène sous le contrôle de plusieurs promoteurs forts (par 
exemple le promoteur du facteur d'élongation a1), il a été possible d'obtenir des animaux 
t ransgéniques exprimant la GFP (Green Fluorescent Protein) ou la luciférase 
(AMSTERDAM etal., 1995 ; MAYERHOFER etal., 1995). Par la suite, des promoteurs ayant 
une spécificité tissulaire et/ou un patron temporel d'expression précis ont été utilisés 
(MENG etal., 1997;MULLER etal., 1997). En complément aux études d'hybridation in situ, 
notre projet à court terme est d'injecter le gène de la GFP sous le contrôle du promoteur du 
gène de l'AChE pour suivre par fluorescence l'expression tissulaire de l'AChE au cours du 
développement. Par la suite, nous envisageons d'injecter soit des ARNm codants pour la 
fasciculine, une toxine de serpent qui est un inhibiteur peptidique très spécifique de l'AChE, 
soit une construction comportant l'ADNc de la fasciculine sous le contrôle du promoteur de 
l'AChE. Ces méthodes permettront d'approcher indirectement la fonction de l'AChE aux 
étapes précoces du développement. 

A noter que pour étudier l'inhibition de l'AChE synaptique, le plasmide pourra être 
injecté directement dans le muscle squelettique du Danio. En effet, dans ces conditions, 
l'expression du transgène augmente rapidement durant la première semaine qui suit 
l'injection et un haut niveau d'expression peut persister jusqu'à un an. Lexpression reste 
limitée aux myofibres du site d'injection (TAN et CHAN, 1997). 
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