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Introduction

De par sa grande immaturité a la naissance qui lui confére une plasticité
importante, le cerveau reste particuliérement vulnérable a diverses agressions. 1l peut
étre sujet a des dommages cellulaires secondaires a des perturbations dans
l'approvisionnement de substrats nécessaires a sa maturation et la mise en place de
fonctions cérébrales normales; 1’oxygene apparait a cet égard comme ['un des facteurs
les plus critiques. Par ailleurs, les conséquences Iésionnelles d'un épisode
hypoxique/ischémique périnatal, ainsi que leurs manifestations cliniques, varient en

fonction de [’état maturationnel du systéme nerveux central.

Les objectifs de ce travail consistent a étudier 'influence de la maturité cellulaire
dans la survenue des dommages neuronaux d’origine hypoxique, de corréler ces
dommages a ['action des acides aminés excitateurs, principalement le glutamate, et
d’analyser le type de mort neuronale provoquée par une exposition a une hypoxie ou au
glutamate. Nous avons également analysé la séquence d'induction/répression des
protéines ayant un role régulateur de la transcription et donc responsables de

[’orientation future des neurones vers la mort ou la survie cellulaire.

Aprés une introduction qui rappelle succinctement quelques thémes
pathogéniques et les modeéles d’étude de [’hypoxie-ischémie périnatale ainsi que les
mécanismes cellulaives impliqués dans cette pathologie, nous envisagerons la mort
cellulaire par apoptose et certains génes associés. Le role du glutamate et des facteurs de
transcription seront ensuite abordés, d’abord dans un contexte général puis dans

I"hypoxie-ischémie.

11



I. HYPOXIE-ISCHEMIE PERINATALE

A. NEUROPATHOLOGIE

L’encéphalopathie hypoxique-ischémique au cours de la période périnatale est
caractérisée par des faits neuropathologiques et cliniques multiples d’une grande
complexité. Elle est fréquente en période périnatale et ses conséquences au niveau cérébral
peuvent €tre graves. Chez I’enfant prématuré et le nouveau-né a terme, ’hypoxie-ischémie

demeure la cause majeure de morbidité neurologique (Hill et Volpe, 1981; Volpe, 1995).

En dépit des progrés réalisés dans les soins anténatals, les techniques de
monitorage foetal, 'intervention obstétricale et la réanimation des nouveau-nés, I’asphyxie
a la naissance demeure associée a une mortalité néonatale ou & des séquelles
neurologiques irréversibles. Par ailleurs, I’étendue de ces séquelles peut étre estimée par
des techniques de neuroimagerie et de monitorage de ’électroencéphalogramme (Muttit ef

al. 1991).

La vulnérabilité du systeme nerveux central (SNC) est fonction de son degré de
maturation et de 1’état fonctionnel de la circulation, la vulnérabilité a l'anoxie des neurones
matures contrastant avec celle des neurones immatures (Fazekas ef al., 1941 ; Jilek, 1970 ;
Towfighi ef al., 1991 ;, Gressens ef al., 1991 ; Larroche, 1991). L’animal immature tolere
mieux 'anoxie et I’hypoxie que ’animal adulte et le foetus est plus résistant que le

nouveau-né (Duffy ef al., 1975 ; Duffy et Vannucci, 1977).

Toutefois, le cerveau en développement reste particuliérement vulnérable pendant
la phase de croissance neuronale. Des altérations de I’environnement pendant Ies
différentes périodes du développement périnatal peuvent étre responsables de
changements structuraux et/ou fonctionnels du SNC (Dobbing et Sands, 1979, Smart,

1991; Morgane ef al., 1992).
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Le schéma général du développement du SNC est le méme pour ’homme et
I’ensemble des mammiféres. Cependant, la vitesse de croissance et la chronologie des
événements par rapport au moment de la naissance différent selon les espéces (Alling,
1985). La nature et I’étendue des séquelles neurologiques dépendent du moment de
survenue de l’agression par rapport au profil développemental et de sa durée (Smart,
1991). Chez le rat, la réponse aux perturbations environnementales varie au cours de la
maturation cérébrale. C'est ainsi que de la naissance au 20°™ jour postnatal, I’organisme
est incapable de s’adapter et la résistance a I’anoxie et a ’hypoxie diminue rapidement. De
la 4™ 3 la 5°™ semaine de vie, la résistance a hypoxie et 4 ’anoxie est la plus faible. Le
rat est adulte a 2 mois, tous les systémes qui assurent I’homéostasie sont completement
matures, fonctionnellement spécialisés et morphologiquement différenciés. La résistance a
I’hypoxie et a ’anoxie augmente alors modérément par rapport a la période précédente

(Jilek, 1970).

L’originalité des lésions hypoxiques-ischémiques chez le nouveau-né réside dans
leur topographie. Chez le nouveau-né a terme, les zones sélectivement vulnérables sont le
cortex, le diencéphale, les noyaux gris centraux, le cervelet, les pédoncules, la
protubérance, le bulbe rachidien et la moelle. Dans toutes ces structures, I’atteinte frappe
prioritairement la substance grise, ce qui oppose les lésions cérébrales du nouveau-né a
terme a celles du prématuré qui siégent majoritairement dans la substance blanche
périventriculaire (Volpe, 1995). Toutefois, chez le prématuré, ces lésions ne sont pas
exclusivement liées aux accidents hypoxiques-ischémiques mais peuvent étre également

d’origine inflammatoire mettant alors en jeu les cytokines.

Cliniquement, la nécrose corticale du nouveau-né engendre un état de mal
convulsif précoce, prolongé, évoluant vers un coma irréversible. Le cerveau présente un
oedeme avec aplatissement des ventricules, auxquels s’associe une destruction sous-
corticale plus précoce et plus visible que ["atteinte corticale elle-méme. L hippocampe est
également affecté, sélectivement au niveau du secteur de Sommer (CA1l) et du subiculum

(Younkin, 1992; Magny et al., 1994).
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Volpe (1995) a regroupé les différentes manifestations de [’encéphalopathie
hypoxique-ischémique périnatale en plusieurs catégories. La plus commune d’entre elles
est la nécrose neuronale sélective. Elle coexiste souvent avec les autres lésions dans
I’hippocampe, le néocortex cérébral et les noyaux de la base (noyau caudé, putamen et
globus pallidus). Les autres régions du cerveau peuvent aussi étre sujettes a une telle

lésion. S’ajoutent a ce type d’atteinte :

v la lésion cérébrale parasagittale ou les éléments neuronaux sont les plus
séverement affectés. Cette atteinte représente 40% des anomalies détectées chez les

nouveau-nés ayant présenté une hypoxie-ischémie sévere,

v le status marmoratus impliquant les noyaux de la base et le thalamus,

v la leucomalacie périventriculaire dont les caractéristiques pathologiques
consistent avant tout en une nécrose focale périventriculaire et une nécrose diffuse de la

substance blanche,

v la nécrose cérébrale ischémique focale ou multifocale caractérisée par une
dégénérescence neuronale dont la distribution est dépendante de la localisation d’une
anomalie d’un ou de plusieurs vaisseaux majeurs. Avec sa distribution vasculaire
spécifique, la distinction de cette affection des autres lésions (Iésion cérébrale parasagittale

et leucomalacie périventriculaire) est parfois difficile (Magny ef al., 1994; Volpe, 1995).

Différentes pathologies, en diminuant le débit sanguin cérébral (ischémie),
diminuent [’apport en oxygene (hypoxie) au tissu cérébral et sont ainsi a ’origine de

1ésions neuronales directement liées aux modifications métaboliques subies par les cellules.

Chez I’homme adulte, les causes les plus communes d’altération du débit sanguin
sont ’hypertension, I’athérosclérose, I’hémorragie consécutive a une rupture vasculaire ou
une obstruction comme la thrombose. Au cours de la période périnatale, les causes

principales consistent en une asphyxie intra-utérine, une insuffisance respiratoire
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postnatale secondaire a des apnées récurrentes, la persistance d’une circulation de type
foetal ou une insuffisance cardiaque consécutive & une maladie cardiaque congénitale (Hill

et Volpe, 1981; Volpe, 1995).

Le processus ischémique comprend principalement deux phases. La premiére
associe une hypoxie, voire une anoxie (suppression de ’apport d’oxygene aux tissus) a
une hypoglycémie (réduction du taux de glucose sanguin). Cette phase est suivie d’une
période de récupération lorsque la circulation se rétablit. Le décalage entre I’hypoxie et la
phase de récupération, ainsi que la vitesse de rétablissement de la circulation sont
déterminants dans [’apparition des lésions ischémiques. Les lésions du cerveau sont
entrainées d’une part par les réactions biochimiques en cascade relatives au manque
d’oxygene et, d’autre part, par la baisse des fonctions vitales des cellules. La gravité des
1ésions ischémiques dépend aussi de ’efficacité de I’apport sanguin supplémentaire assuré
par les artéres collatérales. En outre, il a ét¢ montré que la période de reperfusion
s’accompagne de conséquences métaboliques et structurales délétéres secondaires a

I’hypoxie-ischémie (Volpe, 1995).

Dans de nombreux cas, en période périnatale, [’hypoxie associée ou non a
I’ischémie, est le résultat d’une asphyxie qui survient suite a un déréglement d’échanges
gazeux respiratoires. Au cours de ’asphyxie, la caractéristique majeure additionnelle est
I’hypercapnie qui résulte d’un certain nombre d’effets métaboliques (acidose) et
physiologiques (augmentation initiale du flux sanguin cérébral). L’asphyxie, en période
périnatale, affecte de nombreux organes chez le nouveau-né a terme, dont les systémes
cardiaque, pulmonaire, nerveux central, rénal et hématologique. Les effets de 1’asphyxie
chez I’enfant au cours de la période néonatale ont été étudiés surtout sur le SNC dont les
séquelles incluent les déficits moteurs et psychiques (retard mental, troubles de la mémoire
et de perception), les convulsions, le coma et la mort (Hill et Volpe, 1982; Ishige ef al.,

1987; Volpe, 1995).
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B. MODELES D’ETUDE

1. Modéles in vivo

Les modéles animaux aident a comprendre I’étendue et les raisons des dommages
subis par le tissu cérébral. Le rat et la gerbille sont deux especes qui se prétent facilement a
I’obtention d’ischémies expérimentales aux conséquences reproductibles (Tamura ef al.,
1981; Uemura ef al., 1991a,b; Gass et al., 1992; Tominaga ef al., 1993). L'occlusion des
arteres carotides chez la gerbille provoque une ischémie avec des manifestations cliniques
et des troubles biochimiques, mais I’inexistence des artéres communicantes antérieures ou
postérieures n'a pu étre démontrée dans cette espece seulement dans 40 & 60% des cas
(Delbarre et al, 1988). La vascularisation du cerveau de singe qui, comme celle de
’homme, présente une certaine variabilité interindividuelle conduit a des résultats plus
proches de la pathologie humaine. Toutefois, I’étude d’un grand nombre d’animaux est
nécessaire pour ’obtention de résultats homogenes (Abe ef al., 1991; Linnik et al., 1993;

Aoki et al., 1995; Alicke et Schwartz-Bloom, 1995; Almeida et al., 1995).

Le modéle d’ischémie recherchée détermine le choix du type d’occlusion
artérielle réalisé. Par exemple, I’ischémie sélective de la moelle épinicre se réalise par
’occlusion de I’artére principale abdominale (aorte chez le rongeur) au niveau sous-rénal.
L'ischémie focale chez le rat, ou l'artére cérébrale moyenne est irréversiblement fermée par
électrocautérisation, entraine une nécrose importante dans les tissus irrigués par cette
artere dans le cortex pariétal et le striatum (Tamura ef al., 1981). Les désordres neuronaux
sont également étudiés dans des modeles d'ischémie focale chez la souris (Mésenge ef al.,

1996; Grandati et al., 1997).

L’ischémie hémicérébrale globale peut étre obtenue par les occlusions
ipsilatérales concomitantes de l’artére cérébrale moyenne et de l’artére carotidienne
commune, la totalité de la circulation cérébrale étant alors interrompue de maniére

unilatérale pendant une breéve période (Pulsinelli et Brierley, 1979; Jorgenson et al., 1989,
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Héron ef al., 1993; MacManus ef al., 1993; Chen et al., 1996). 1.’électrocautérisation et la

ligature figurent parmi les méthodes d’occlusion les plus souvent utilisées.

Dans les modéles foetaux, une hypoxie in utero peut €tre réalisée en plagant des
animaux en période de gestation dans une chambre isobare dont I’atmosphere est appauvri
en oxygéne (Vierck et Meier, 1963; Xia et Haddad, 1994). De méme, des études
postnatales consistent soit a placer les animaux dans une chambre en atmosphére contrdlée
(Slotkin et al., 1986; Pearigen ef al., 1996) soit en combinant une ligature de carotide avec
une privation en oxygéne (Rice et al, 1981) ou encore a injecter en intracérébral

l'iboténate, un analogue des récepteurs du glutamate (Marret ef al., 1996).

De tels modeles ont permis de montrer que les fonctions cellulaires telles que le
métabolisme énergétique et la synthése protéique sont irréversiblement compromises,
conduisant a une dégénérescence cellulaire dans les zones cérébrales sensibles
(hippocampe, cortex cérébral et striatum). Néanmoins, la diversité phénotypique du
cerveau et I'influence de paramétres périphériques ou centraux difficilement maitrisables,
rendent difficile la mise en ceuvre d’une description quantitative et temporelle des

phénomenes et I’interprétation des mécanismes mis en jeu.

2. Modéles in vitro

La mise au point de mod¢les in vitro, est apparue indispensable pour contourner

les problemes inhérents a la complexité du cerveau in situ.

Les tranches de cerveau et les cultures cellulaires qui permettent de mieux
maitriser les conditions expérimentales sont les deux types majeurs de modeles in vifro

utilisés.
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a) Tranches de cerveau

La réalisation d’une hypoxie s’effectue en modifiant I’atmosphere gazeuse
environnante par incubation dans une chambre d’immersion dans laquelle les tranches de
cerveau sont maintenues en survie (Tombaugh, 1994). En omettant, en plus de ’oxygéne,
le glucose dans le liquide de perfusion, on réalise une ischémie simulée (Pedata ef al,

1993; Mitani ez al., 1994, 1995; Paschen, 1995; Paschen et Djuricic, 1995).

Ce modele permet de caractériser l’activité électrique des neurones apres
hypoxie/ischémie. L’organisation des réseaux neuronaux est conservée et cette
caractérisation est réalisable pendant la réoxygénation. Les études biochimiques et
morphologiques peuvent également é&tre appréhendées a condition de respecter les
précautions histologiques d’usage avec une attention particuliére accordée a 1’orientation

des coupes par rapport aux couches neuronales.

Par ailleurs, certains auteurs étudient les manifestations excitotoxiques en
cultivant les embryons entiers de souris soumis a l'action du glutamate ou ses analogues

(Gressens ef al., 1996).

b) Cultures cellulaires

Les cultures primaires sont réalisées a partir d’échantillons de tissu prélevés
directement chez I’animal et placés dans des conditions ou les cellules peuvent survivre et
se multiplier. Le nombre de générations cellulaires et la durée de vie d’une culture sont
limités. Les neurones sont des types cellulaires difficiles a cultiver. Cependant, grace a
divers artifices techniques, mais surtout en utilisant des cellules issues de tumeurs
(neuroblastomes), il a été possible de cultiver de nombreuses souches cellulaires et
d’obtenir des lignées permanentes. Ces lignées présentent des caractéristiques
fonctionnelles mais ne sont pas purement neuronales et ne présentent pas les propriétés
des cellules du cerveau immature (Bottenstein et Sato, 1979; Bottenstein, 1985). Elles ont

néanmoins [’avantage d’étre plus faciles a cultiver et ne représentent pas un mélange de

18



différents types cellulaires qui rend difficile I’interprétation des résultats (Mesner ef al.,

1992; Gibson ef al., 1997).

>

Dans notre cas, nous avons utilis€¢ des cultures primaires “monophénotypiques’
(trés enrichies en neurones) maintenues dans un milieu chimiquement défini (Daval ef al.,
1991; Nicolas et Daval, 1993; Daval et Nicolas, 1994). L’environnement physique ou
chimique des cellules peut étre changé, en modifiant le mélange gazeux d’incubation
(hypoxie/réoxygénation) ou en exposant les neurones a un agent pharmacologique
(glutamate, agonistes ou antagonistes de ses récepteurs). Certains auteurs utilisent des
inhibiteurs métaboliques comme le cyanure ou liodoacétate pour induire une hypoxie

histotoxique (Daval ef al., 1991; Uto et al., 1995).
Les différents modeles utilisés, aussi bien in vivo qu’in vitro, sont

complémentaires et concourent a proposer des mécanismes cellulaires et moléculaires

survenant au cours et au décours d’une hypoxie et/ou ischémie.
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C. EVENEMENTS CELLULAIRES ET MOLECULAIRES

Il a été montré par des moyens d’investigation cliniques et électrophysiologiques,
que les changements apparaissent dans les premieres secondes et minutes apres 1’agression
hypoxique-ischémique et précédent des altérations dans la concentration des composés

riches en énergie (Nedergaard, 1988; Volpe, 1995).

Dans le cas d’une ischémie grave, différents phénoménes surviennent dans le

cerveau:

e baisse importante des taux d’ATP suivie d’un arrét de la pompe Na/K-ATPase,

® oedéme,

e activation de processus métaboliques, lipolyse, glycolyse et protéolyse,

o libération d’acides gras,

e libération d’acide lactique,

o libération des eicosanoides,

s ¢clatement des mitochondries,

¢ déplétion en neurotransmetteurs.

Les mécanismes pouvant participer a la dégénérescence neuronale apres

hypoxie/ischémie périnatale sont regroupés dans la figure 1.

L’augmentation intracellulaire de la concentration en calcium occupe une place
prépondérante dans les mécanismes reconnus a l'origine de la dégénérescence des
neurones (Siesjo, 1981; Schurr et Rigor, 1992; Johnston, 1993; Orrenius et Nicotera,
1994). L’ion Ca®" est présent & faible concentration dans une cellule au repos, grice a une
expulsion active vers le milieu extracellulaire. Au sein de la cellule, il est stocké dans le
réticulum endoplasmique, les mitochondries et le noyau. Cette distribution du Ca** est
nécessaire a la transmission du signal nerveux. Le calcium est aussi un second messager
important (Miller, 1991) et I’homéostasie calcique est capitale pour la cellule. La

dérégulation de I’homéostasie calcique et ’augmentation de la concentration intracellulaire
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Figure 1 : Illustration schématique des principaux €vénements cellulaires et moléculaires

d’origine hypoxique-ischémique. Modifiée d’aprés Nedergaard (1988) et Johnston (1993).
e: extracellulaire; i: intracellulaire.



en calcium sont a I’origine de la suractivation de systémes enzymatiques aux propriétés

autolytiques pour les neurones (Mitani ef al., 1995).

Dans une atmosphére appauvrie, voire dépourvue en oxygene, la dépense
énergétique des neurones est importante. Le taux de UATP intracellulaire peut diminuer
jusqu'a atteindre 5% seulement du taux normal (Mitani ef al., 1994). Ce déficit en ATP
provoque une cascade de réactions cellulaires. L’équilibre ionique est rompu par des

mouvements passifs, le Ca’* et le Na" pénétrent massivement dans les cellules, tandis que

le K" et le CI” quittent le milieu intracellulaire (Spector, 1962).

L’ouverture des canaux calcium et sodium dépend de I’inversion du potentiel
membranaire et I'influx des électrolytes s’accompagne d’une entrée d’eau dans les cellules

qui augmentent alors de volume.

L’entrée du Ca® entraine 1’activation des réactions lipolytiques et protéolytiques
dont les conséquences sont nocives pour le neurone. L’épuisement rapide des réserves
énergétiques provoque une baisse considérable de ’activité de dégradation et de recapture

des neurotransmetteurs (Wahl ez al., 1989), et ceci a pour conséquences:

v une libération altérée du principal acide aminé excitateur, le glutamate (voir
chapitre II). Le glutamate agit par lintermédiaire de récepteurs ionotropes et
métabotropes postsynaptiques. L’activation des récepteurs sensibles au N-méthyl-D-
aspartate (NMDA) conduisant a I’ouverture de canaux calciques a été démontrée dans les
modeles d’hypoxie-ischémie. Les autres récepteurs ionotropes du glutamate sont
¢galement activés et contribuent a dépolariser les neurones en ouvrant les canaux sodium
et en favorisant ’ouverture des canaux calciques associ€s aux récepteurs NMDA (Wahl ef
al., 1991, Mitani ef al, 1991, Penning ef al., 1993). Les systémes de recapture
présynaptique du glutamate étant inhibés, les récepteurs du glutamate sont activés en
permanence, maintenant la concentration intracellulaire en calcium a un niveau élevé

(Wahl et al., 1989, 1991).



v/ l’accumulation des acides aminés excitateurs (AAE), d’acide lactique, des
eicosanoides et des peroxydes, qui entraine I’endotoxicité (Reynolds et Hastings, 1995).
La déplétion des monoamines (noradrénaline, dopamine, sérotonine) ainsit que la libération
des eicosanoides provoquent un oedéme et une vasoconstriction locale qui aggravent les

processus destructeurs (Younkin, 1992).

La stimulation des récepteurs métabotropes par le glutamate active la
phospholipase C qui, en hydrolysant les phospho-inositides membranaires, induit la
formation d’acides gras libres comme I’inositol-triphosphate (IP3), qui permet la libération
dans le cytoplasme du calcium retenu dans le réticulum endoplasmique, et le diacylglycérol
(DAG). Ce dernier provoque la translocation de la protéine kinase C (PKC) cytosolique
vers la membrane et active la phospholipase A2 qui fragilise la membrane plasmique en
induisant la formation d’acide arachidonique générateur de radicaux libres (Reynolds et
Hastings, 1995). La production d’entités réactives dérivées de 1’oxygeéne affecte les
enzymes et d’autres protéines, entrainant la désintégration structurale de la cellule

(Johnston, 1993).

La surcharge en calcium provoque également I’activation des calpaines
responsables de la désintégration de la cyto-architecture cellulaire (Ostwald ef al., 1993).
Elle concourt aussi a ’activation de programmes génétiques précoces qui interviendraient,
pour une grande part, dans la détermination du devenir neuronal (Gubits ef al., 1993,
Dragunow ef al., 1994; Rosenbaum ef al., 1994; Munell ef al., 1994; Beilharz et al., 1995)

(voir chapitre 11I).

Parmi les causes des phénoménes dévastateurs ischémiques, figure aussi
’hypoglycémie qui peut provoquer un processus de dégradation. Les conséquences sont
trés comparables a celles provoquées par ’anoxie. En revanche, alors que ’anoxie
augmente plutot les taux extracellulaires de "acide glutamique, la libération de I’acide
aspartique d’origine métabolique prédomine dans I’hypoglycémie.

Enfin, I"activité épileptique post-asphyxique majore les dommages neuronaux et

accroit les risques neurologiques ultérieurs (Nedergaard, 1988; Johnston, 1993).
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D. MORT CELLULAIRE

1. Nécrose et Apoptose

La nécrose et ’apoptose constituent les deux modes de mort cellulaire chez les

organismes vivants.

a) Nécrose

La nécrose est une mort cellulaire pathologique qui intervient dans les cas
extrémes d’agression cellulaire. Il s’agit d’un processus passif et accidentel qui ne

nécessite pas la participation active de la cellule.

La nécrose est causée par des €vénements traumatiques et/ou toxiques et
présente pour caractéristiques morphologiques, la dilatation du réticulum endoplasmique,
"augmentation du volume mitochondrial et le gonflement cellulaire. Ceci entraine la
rupture osmotique de la membrane, avec lyse cellulaire et libération du contenu
enzymatique de la cellule qui présente alors des propriétés toxiques pour les cellules
voisines. Il s’ensuit une réaction inflammatoire souvent suivie d’une cicatrisation fibreuse

(Kerr et Harmon, 1991).

b) Apoptose

L’apoptose est un processus de mort physiologique intervenant dans tous les
organismes vivants, éliminant par la les cellules nuisibles ou dont la fonction est anormale.
La mort cellulaire durant le développement normal a été décrite a I’origine par Kerr ef al
(1972). Les auteurs ont décrit cette mort cellulaire comme étant une nécrose avec
rétrécissement de la cellule. Ils ont ensuite proposé le terme “apoptose” du mot grec
“Hippocratic corpus” dont I’étymologie évoque la chute des feuilles. La mort cellulaire

physiologique, la mort cellulaire programmée et le suicide cellulaire sont les autres



terminologies attribuées a Papoptose. L’apoptose constitue un mécanisme actif
d’élimination des cellules indésirables durant le développement embryonnaire et chez

I’adulte (Kerr et al., 1972; Kerr et Harmon, 1991).

2. Caractéristiques de I’apoptose

a) Caractéristiques morphologiques

Contrairement a la nécrose, il s’agit d’un programme génétique de suicide
cellulaire. Il n’y a pas de gonflement d’organites, ni de réaction inflammatoire dans
I’apoptose. Le mécanisme implique une série d’étapes cellulaires morphologiques

distinctes.

En premier lieu, une cellule isolée affectée dans un tissu normal perd tout contact
avec son environnement immédiat. L.a chromatine nucléaire se condense et conduit a une
fragmentation de ADN. Le rétrécissement cellulaire est di a la perte du volume
cytoplasmique et la plupart des organites intracellulaires reste intacte (Kerr ef al., 1987,
Kerr et Harmon, 1991). La seconde phase est caractérisée par la rétraction de la
membrane induisant la fragmentation cellulaire et la formation de corps apoptotiques
contenant des restes nucléaires. Dans la phase finale, les cellules voisines et les

macrophages phagocytent les fragments pour une complete €limination.

b) Caractéristiques biochimiques

L’événement biochimique le mieux défini dans Papoptose implique la
fragmentation de I’ADN nucléaire (MacManus e al., 1993). Le clivage de I’ADN double
brin est observé au niveau des régions “linker” entre les nucléosomes. Des fragments
multiples de 180-200 paires de bases sont observés par des électrophoréses sur gel
d’agarose et se présentent sous |’apparence d’une échelle. Les enzymes comme
I’endonucléase Ca”*'-dépendante, la transglutaminase et les protéases sont impliquées dans

les changements structuraux liés a I’apoptose (Wyllie, 1980; Arends ez al., 1990).



3. Composantes moléculaires de ’apoptose

Par définition, la mort cellulaire programmée implique un géne ou un ensemble de
genes codant pour des protéines ayant un effet 1étal sur les cellules exprimant ces génes.
C’est ainsi que plusieurs genes ont été incriminés dans [’apoptose, avec des capacités de
régulation différentes et il existe une homéostasie complexe entre les genes de mort
cellulaire et ceux de survie. La perte de cette homéostasie initierait une cascade

d’événements biologiques qui altérent la résistance des cellules a I’apoptose.

a) Génes de mort cellulaire

L’identification des génes concernés a été rendue possible par des manipulations
génétiques (knock-out, null mutation ou approches anti-sens) qui perturbent I’expression

génétique et modifient le devenir des cellules.

Les connaissances de base ont été acquises chez le nématode Caenorhabditis
elegans. Les analyses génétiques ont identifi¢ 2 génes, Ced-3 (C. elegans death protein)
qui est un inducteur d’apoptose et Ced-4 dont ’inactivation par mutation ou par stratégie

anti-sens empéche la mort cellulaire par apoptose (Horvitz ef al., 1982; Labouesse, 1994).

L’apoptose est associée a une protéolyse, faisant intervenir des protéases a
cystéine appelées “caspases” dont le prototype humain est ’enzyme ICE (interleukin-1§-
converting enzyme), I’homologue de la protéine Ced-3 (Yuan ef al, 1993). Sa
surexpression transitoire a été associée a la mort des cellules de mammiferes (Miura ef al.,

1993).

La caspase ICE posséde une forte capacité a cliver les résidus aspartate et
présente la propriété de s’auto-activer par clivage de son précurseur ou d’activer d’autres
caspases, suggérant une activité en cascade des différentes protéases (Mignon ef al.,

1998). ICE fait partie de la machinerie d’autodestruction de la cellule en agissant sur des
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protéines du cytoplasme, du noyau, de la lamina nucléaire du cytosquelette ou du

réticulum endoplasmique.

L’activation d’une autre classe d’enzymes protéolytiques, les calpaines, entraine
la lyse de nombreuses protéines de structure ou de régulation, détruisant ainsi la cyto-
architecture cellulaire. Elles se présentent sous forme inactive dans le cytoplasme et sont
activées par la mobilisation du calcium intracellulaire, événement clé dans I'induction de

I’apoptose (Ostwald ef al., 1993).

Un certain nombre d’autres geénes sont e€galement essentiels dans la mort
cellulaire par apoptose chez les mammiféres. Le proto-oncogéne c-myc, qui normalement
stimule la division cellulaire, est aussi impliqué dans I’induction de I’apoptose (Chin ef al.,
1995). L’augmentation de I’expression de ’ARNm et de la protéine c-Myc survient tot
dans le processus de P’apoptose des fibroblastes et des neurones (Freytag ef al, 1990;
Dragunow et Preston, 1995). L’induction de I’apoptose par c-myc est sous la dépendance
de P’activation de ses homologues max et mad, les protéines formant des dimeéres Myc-
Max ou Max-Mad ayant des effets oppos€s sur la transcription de genes spécifiques

impliqués dans la progression du cycle cellulaire.

Le gene suppresseur de tumeurs, p53, est un autre géne important de cette classe
et son implication dans le processus apoptotique a été démontrée dans les cellules
neuronales in vivo (Wood et Youle, 1995) et irn vitro (Jordan et al., 1997). Les mutations
apportées au géne p53 induisent une abrogation de I’apoptose dans les cellules de
mammiferes (Bright et Khar, 1994) et la transfection de cellules par le gene p53 induit une
activation transcriptionnelle entrainant la mort par apoptose (Yonish-Rouach ez al., 1995).
En outre, ’apoptose induite par c-myc nécessiterait ’expression de la protéine p53

fonctionnelle (Levine, 1997; Hunter, 1997).



b) Génes de survie cellulaire

Le géne ced-9 agit a I’encontre du programme de suicide cellulaire chez le
nématode. Quand sa fonction est anormalement activée, la mort cellulaire est avortée. Par
ailleurs, apres inactivation du géne ced-9 par mutation, plusieurs cellules qui normalement
survivent, entament une mort cellulaire programmée dépendante de ced-3 et ced-4 et les

animaux meurent durani leur développement (Horvitz ef al,, 1982; Labouesse, 1994).

L’existence de tels geénes anti-apoptotiques dans les cellules de mammiféres a été
aussi démontrée. Bcl-2, une protéine membranaire mitochondriale, inhibe 1’apoptose
quand elle est surexprimée, ceci dans toute une variét¢ de cellules de mammiféres
(Martinou ef al., 1994). Le géne humain, une fois introduit chez C. elegans, peut
également supprimer 1’apoptose. Toutefois, sa surexpression ne suffit pas a annihiler les

conséquences néfastes de tous les types d’agressions.

Contrairement a d’autres oncoprotéines, Bcl-2 ne stimule pas la prolifération
cellulaire mais permet la survie des cellules en dehors du cycle cellulaire (Raff, 1992). Bcl-
2 inhibe P’induction de ’apoptose par c-myc et rend les cellules moins sensibles aux
radiations et aux substances cytotoxiques (Bright et Khar, 1994). Son expression est faible
dans les neurones de la zone CA1 de I’hippocampe, les plus vulnérables a I’ischémie (Chen

et al., 1996).

L’effet bénéfique de Bcel-2 serait entre autre médié par le blocage de I’activation
des caspases (Srinivasan ef al, 1996), la stabilisation du calcium dans le réticulum
endoplasmique ou par la prévention de la perte du potentiel membranaire au niveau des
mitochondries (Shimizu ef al, 1996; Kroemer, 1997). En outre, Bcl-2 aurait des
propriétés antioxydantes. Elle empéche la formation de radicaux libres oxygénés ainsi que
la peroxydation Iipidiciue induites, par exemple, suite a une hypoglycémie associée au
cyanure dans les lignées lymphocytaires ou nerveuses (Hockenbery ef al, 1993; Kahn,

1994; Myers et al., 1995).



Enfin, les protéines de choc thermique (Hsp) ou protéines de stress qui
interviennent dans [’assemblage et la séparation des complexes multiprotéiques, la
translocation de chaines polypeptidiques et dans la régulation du clivage protéique, sont
fortement exprimées aprés différents types d’agressions comme I’anoxie, I’hypoglycémie
(Chariaut-Marlangue et al., 1992) ou I’hyperthermie (Marini ef al., 1990; Morrison-
Bogorad et al., 1995; Jacquier-Sarlin et al., 1995). Elles participeraient aux mécanismes
de défense cellulaire. Des cellules tumorales traitées avec un oligonucléotide anti-sens
pour hsp70 développent un processus apoptotique, avec inhibition de la prolifération
cellulaire (Macario, 1995). Le mécanisme de prévention de I’apoptose par les Hsp pourrait
étre en relation avec la protection contre les molécules oxydantes en ayant pour cibles les
mitochondries (Polla ef al., 1996). Néanmoins, Maithos ef al. (1994) ont montré que les
Hsp protégeraient les cellules neuronales du stress thermique et non de la mort cellulaire
programmée (Maithos ez al., 1994). D’autres auteurs (Ferrer ef al., 1995) ont montré que
la survie des neurones de I’hippocampe ayant subi une ischémie ne dépend pas de
I’induction de Hsp70 chez la gerbille. Le mode de protection de ’apoptose par ces

protéines n’est toujours pas ¢tabli.

4. Mécanismes moléculaires de ’apoptose

Les différentes étapes moléculaires conduisant a la mort cellulaire par apoptose

sont récapitulées dans la figure 2.

a) Signal apoptotique

L’apoptose peut étre considérée comme une réponse physiologique a I’influence
environnementale médiée par des signaux de transduction a la surface cellulaire et activant
un programme génétique pour un état anti-prolifératif (Lee ef al, 1993; Vaux, 1993,
Dickson, 1995). La liaison des molécules a leurs sites spécifiques provoque soit une
activation cellulaire ayant pour conséquence la croissance, soit une inhibition de la
croissance aboutissant a la mort cellulaire. Ceci dépend du stade de maturation de la

cellule et/ou de la qualité du signal (Bonfoco et al, 1995, Ishitani ef al., 1996). Parmi les
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Figure 2 : Evénements moléculaires de 1’apoptose. D’aprés Bright et Khar (1994).




inducteurs de la mort cellulaire programmée, on note les analogues du glutamate (Smeyne
et al., 1993, Pennypacker et al, 1994; Larm et al, 1997) et des neurotoxines
(Walkinshaw et Waters, 1994). L apoptose peut étre induite par les glucocorticoides dans
les thymocytes de rat (Wyllie, 1980; Sikora ef al,, 1993), par la privation en sérum ou en
potassium dans les cultures de certains types de neurones (LeBlanc, 1995; Kharmalov ef
al., 1995; Estévez ef al., 1998), ou encore par Pactivation des récepteurs spécifiques au
TNF (facteur nécrosant les tumeurs) (Smith ef al, 1994). D’autres études ont souligné
I'importance de I’antigéne Fas et le complexe Fas/Apo-1 pour leur capacité a médier

l’apoptose (Ni ef al., 1994; Tanaka et al., 1994).

b) Activation de seconds messagers

Le calcium joue un role important dans la régulation de ’apoptose et sert de
relais aux stimuli apoptotiques, mais le mécanisme précis par lequel le calcium induit la
mort cellulaire n’est pas complétement €lucidé (Orrenius et Nicotera, 1994; Limbrick Jr ef
al., 1995). L’apoptose est caractérisée par des changements énergétiques et métaboliques
ou le role du calcium est évident (Lee ef al, 1993; Mills ef al, 1995). Toutefois,
P’endonucléase Ca”'- et Mg”™'-dépendante, qui dégrade I’ADN double brin, reste une cible
de choix pour le Ca*" et elle est activée par la mobilisation du Ca”" cytosolique séquestré
au niveau du réticulum endoplasmique ou d’origine extracellulaire (Wyllie, 1980; Arends
et al., 1990). Des taux élevés de Ca”" cytosolique induisent aussi I’activation d’enzymes
Ca*'-dépendantes telles les transglutaminases et les calpaines (Ostwald ef al, 1993). Il a
été montré que les protéines de liaison du Ca”" telles que la calmoduline et par conséquent
les enzymes calmoduline-dépendantes, jouent un role dans I’apoptose (Barron et al.,
1995). L>augmentation du Ca®' constitue également un événement clé pour Iinduction des
facteurs de transcription directement impliqués dans I’apoptose (Lerea ef al, 1992

Bading et al., 1993; Roche et Prentki, 1994).
L’AMPc a ¢été également suspecté d’intervenir dans I’apoptose (Gubits ef al.,

1989; Honma et al., 1996); des taux élevés d’AMPc induisent I’augmentation de

’expression des facteurs de transcription (Vaccarino ef al., 1993). Néanmoins, I’activation
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soutenue de la voie de PAMPc permet la survie des neurones dopaminergiques du

mésencéphale qui étaient destinés a mourir par apoptose (Michel et Agid, 1996).

¢) Protéines kinases et phosphorylation

La contribution de la phosphorylation de la tyrosine dans la voie de la
fragmentation d’ADN n’est pas clairement établie. Des études récentes ont révélé que la
phosphorylation des protéines telles que p56™*, la tyrosine kinase ou des récepteurs,
précede la délivrance du signal (Omri ef al, 1996). Les enzymes membranaires et
cytosoliques, en particulier la PKC, impliquées dans les phosphorylations protéiques, ont
une grande importance dans la transduction des signaux apoptotiques (Mattson, 1991,

Ohtani ez al., 1995).

I est actuellement établi qu’une cascade de protéines kinases est impliquée dans

I’apoptose (Lee ef al., 1993; Davis ef al., 1997).

d) Facteurs de transcription

L’apoptose nécessite I'induction d’un programme génétique dans lequel les
oncoprotéines nucléaires, avec leur activité¢ de régulation de la transcription, occupent une
place déterminante. Une expression non régulée de c-myc est associée a I’induction de
I’apoptose dans les cellules myéloides murines, les fibroblastes ou les neurones de rat
(Freytag ef al., 1990; Chin ef al., 1995; Dragunow et Preston, 1995). L’expression des
proto-oncogenes c-fos et c-jun est stimulée aprés induction de I’apoptose dans de
nombreux types cellulaires (Dragunow er al, 1994; Smeyne ef al, 1993; Cummings,
1995). Le traitement avec des oligonucléotides anti-sens dirigés contre fos et jun, seuls ou
en combinaison, protége les cellules de I’apoptose suggérant un réle actif pour fos et jun
dans la mort cellulaire programmée (Anderson ef al, 1995; Dragunow et Preston, 1995).
Les études réalisées pour analyser le mécanisme de la mort neuronale aprés privation en
NGF (nerve growth factor) indiquent que I’expression du proto-oncogene c-jun est induite

apres privation en facteur trophique dans les cultures neuronales, et son réle dans la mort



cellulaire a été suggéré par le fait que la microinjection d’anticorps spécifiques anti-c-Jun
(Estus et al., 1994) ou d’un vecteur d’expression codant pour un mutant négatif dominant

pour c-jun (Ham ef al., 1995) protégeait les neurones.

En revanche, selon certaines équipes, ’induction de c-fos ne serait pas essentielle
dans le processus apoptotique (Gajate ef al, 1996) et c-jun pourrait avoir un rodle
protecteur (Leah ef al.,, 1991; Jenkins et al., 1993), I’expression de c-Jun étant corrélée a

la période de régénération des neurones sensoriels.

Le produit du gene p53 participe aussi a I'induction de ’apoptose dans de
nombreux types cellulaires (Wood et Youle, 1995; Ameisen, 1996; Hunter, 1997, Jordan
ef al., 1997, Levine, 1997). La transfection des cellules par le géne sauvage p53 entraine
’induction de ’apoptose et les souris transgéniques knock-out pour p53 deviennent

résistantes a I’apoptose induite par irradiation (Yonish-Rouach ef al., 1995).

La participation des facteurs de transcription sera abordée plus largement dans le

chapitre I11.

¢) Formation de corps apoptotiques

Les changements morphologiques specifiques suggeérent des événements
biochimiques qui caractérisent le programme d’apoptose. Toutefois, les données sur ces
événements sont fragmentaires. L’apoptose est un processus actif nécessitant de I’énergie
sous forme d’ATP mais aussi la synthése d’ARN et de protéines. La synthése de novo de
protéines “tueuses” s’avere ou non nécessaire. Dans de nombreux modeles expérimentaux,
activité des inhibiteurs de la synthése protéique et des ARN empéche [’apoptose (Mesner

et al., 1992; Eastman, 1993; Dragunow et Preston, 1995).

La formation des inositol phosphates, I’augmentation des taux de Ca®'
intracellulaire et ’expression d’un certain nombre de genes, sont les premiers événements

de ’apoptose. IIs sont ensuite suivis par un flux rapide et sélectif d’ions et d’eau a partir



des cellules entrainant la condensation du cytoplasme et de la chromatine et la formation
de fragments d’ADN donnant lieu par la suite a des corps apoptotiques. Ces derniers
contiennent des protéines liées entre elles et résistantes a la dissolution par les détergents
(Bright et Khar, 1994). Le “cross-linking” des protéines dans les corps apoptotiques est
di a la formation des liaisons Z (y-glutamyl) lysine et y-glutamyl-bis-spermidine, produit
caractéristique de la transglutaminase. Ces liaisons étant résistantes a la protéolyse, elles
peuvent s’accumuler durant I’apoptose. Les changements au niveau des glycoprotéines a
la surface des corps apoptotiques permettent la reconnaissance et la phagocytose des
cellules apoptotiques. Les protéases Ca’'-dépendante peuvent alors participer a la

dégradation du cytosquelette des corps apoptotiques (Bright et Khar, 1994).

5. Apoptose et cycle cellulaire

Des études récentes suggerent un lien entre les mécanismes d’apoptose et la
prolifération cellulaire. La progression dans le cycle cellulaire est régulée par un groupe de
sérine/thréonine kinases appelées kinases cyclines-dépendantes (Cdk 2-5) phosphorylées

par leurs cyclines respectives (C, D1-3, E).

Meikrantz et Schlegel (1995) considerent ’apoptose comme un processus
intimement li€¢ au cycle cellulaire. L’apoptose est majoritairement présente dans les tissus
en prolifération et la manipulation artificielle du cycle cellulaire peut soit empécher, soit
potentialiser I’apoptose. En outre, Park ef al. (1998) suggerent l'existence au sein du

méme neurone de voies apoptotiques multiples selon la nature du stress.

Tout gene impliqué dans la régulation du cycle cellulaire ou dans la régulation de
la prolifération peut potentiellement intervenir dans la régulation de ’apoptose: c’est le cas
par exemple de la cyciine D1 dont I’induction est superposable a la mort des neurones
sympathiques (Freeman ef al, 1994). Shi er al. (1994) ont montré que I’activation de
Cdk1 a un moment particulier du cycle cellulaire entraine la mort par apoptose des cellules
du lymphome YAC-1. Toutefois, [’arrét du cycle cellulaire en phase G1 est concomitant &

I'inhibition de I’activité des Cdk par la protéine p53 dans les fibroblastes humains soumis



aux radiations (Dulic ef al., 1994). En fait, p53 induirait I’apoptose en interrompant le
cycle cellulaire, processus qui nécessite ’activation du géne WAF1 (p21) dont le produit
bloquerait la progression du cycle en inhibant un cofacteur de ’ADN polymérase, le
PCNA (proliferating cell nuclear antigen) ainsi que les kinases associées aux cyclines
(Xiong ef al., 1993). Jordan ef al. (1997), par contre, ont suggéré que le role de p53 dans
la mort des neurones hippocampiques serait distinct de son action liée a P'arrét du cycle

cellulaire.

Certains facteurs de transcription sont des proto-oncogenes impliqués dans la
régulation du cycle et la prolifération cellulaires. En fait, une cellule se multiplie quand elle
regoit des signaux de prolifération, avec, d’une part, I’expression de proto-oncogenes qui
amorcent la multiplication cellulaire et, d’autre part, [’activation d’enzymes, les cdk, qui
assurent le bon déroulement du cycle cellulaire. Paradoxalement, ces événements
déclenchent aussi 'apoptose. la cellule qui recoit des signaux de multiplication
s’autodétruit, sauf si elle recoit, préalablement ou simultanément, des signaux de survie qui
déclenchent I’induction de génes comme bel-2. C’est ainsi que P’expression de c-Myc est
un facteur péjoratif pour la survie de la cellule en absence de signaux de survie tels que les

facteurs de croissance (Meikrantz et Schlegel, 1995).

Ainsi, les relations entre cycle cellulaire et apoptose apparaissent de plus en plus
étroites et ’entrée en apoptose résulterait d’un cycle cellulaire non régulé. Dans le cas des
neurones ayant perdu la capacité de proliférer, on pourrait imaginer que I’activation des
complexes multiprotéiques qui régulent le cycle cellulaire puisse aussi entrainer la mort par

apoptose.



E. APOPTOSE AU COURS DU DEVELOPPEMENT

Le développement de I’embryon est caractérisé par des phénomenes incessants de
multiplication, différenciation et migration des cellules, qui aboutissent a la transformation
de P'oeuf originel, formé d’une seule cellule, en un étre pluricellulaire complexe.
Paradoxalement, durant cette période, surviennent, en ’absence de toute maladie et de
tout vieillissement, des épisodes massifs de mort cellulaire. A cet égard, la mort cellulaire

fait partie intégrante du programme normal de développement (Ameisen, 1996).

L’embryon est ainsi remodelé par élimination des tissus ancestraux qui n’ont pas
lieu d’étre dans I’espeéce, des structures seulement requises & un moment donné du
développement telles que la queue et les branchies du tétard et des structures nécessaires a

I’'un des deux sexes en vue de la différenciation sexuelle.

L’apoptose est également impliquée dans la sculpture des organes et des
membres. Elle permet [’élimination des tissus joignant Jes doigts et les orteils, assurant
ainsi leur séparation et participe a I’ouverture des orifices du tube digestif, a la formation
des reins, au remodelage des os et des cartilages ainsi qu’a ’acquisition de la peau ou des

cheveux.

Ce sont les études de la formation du systéme immunitaire et du cerveau qui ont

révélé la complexité des mécanismes de mort cellulaire (Vaux, 1993; Dickson, 1995).

Pendant la période embryonnaire, plus de 90% des lymphocytes meurent au cours
de cette sélection. L’organisme ne permet de survivre qu’aux lymphocytes capables de

remplir leur fonction.

Dans I’embryon, les cellules nerveuses, établissent des connexions avec d’autres
populations cellulaires pour la formation de réseaux de communication. Dans la plupart

des régions du systéme nerveux, environ un neurone sur deux meurt pendant la période ou



s’établissent ces contacts. Par exemple, un grand nombre de cellules granulaires du
cervelet de souris dégénérent spontanément au cours des deux premiéres semaines de vie
postnatale et le géne p53 a été incriminé dans la régulation développementale de ces
neurones qui meurent dans les mémes proportions chez les souris mutantes pour ce géne
(Wood et Youle, 1995). En fait, durant cette période, tous les neurones sont programmes
pour mourir, et leur destin - la survie ou la mort - dépend de leur capacité a établir un
contact avec leur cible. Dés qu’un neurone établit ce contact, un signal de survie produit
par ses partenaires cellulaires empéche la mise en route du programme de mort. Sont ainst
éliminés les neurones inutiles ayant établi des circuits peu performants qui parasiteraient
les circuits efficaces, et les neurones dangereux ayant établi des connexions aberrantes
avec les cellules qui ne sont pas des partenaires naturels et ne libérent pas de signaux

indispensables a leur survie (Oppenheim, 1991; Ameisen, 1996).
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F. MORT NEURONALE CONSECUTIVE A L’HYPOXIE/ISCHEMIE

Les mécanismes entrainant la mort neuronale aprés asphyxie cérébrale néonatale
demeurent hypothétiques (Gluckman et Williams, 1992). Durant I’hypoxie-ischémie, la
perte d’énergie aigué entraine une rupture de ’homéostasie ionique, ’accumulation de
Na' et Ca" intracellulaires et un gonflement osmotique qui, si I’agression est sévére, peut
entrainer la lyse cellulaire. De plus, les actions cytotoxiques du glutamate et des radicaux
libres peuvent exacerber les conséquences de ’agression. Une seconde phase de la mort
neuronale intervient quelques heures plus tard et qui correspondrait a un phénomene de
type apoptotique (Pulsinelli ef al., 1982; Giulian ef al., 1989; Goto ef al., 1990; Shigeno ef
al., 1990; Beilharz ef al., 1995).

Alors que [’élimination des neurones en excés au cours du développement
intervient via ’apoptose (Raff, 1992), de nombreux travaux montrent que I’apoptose n’est
pas confinée a une mort physiologique. Elle intervient également dans des situations

pathologiques telles que I’hypoxie-ischémie.

Les cellules qui meurent pendant le développement et celles qui meurent in vitro
aprés sevrage en facteur trophique ont en commun les caractéristiques morphologiques
que nous avons décrites comme €tant associées a [’apoptose (Kerr et Harmon, 1991). Ces
mémes altérations ayant €té rapportées aprés hypoxie-ischémie, de multiples études
postulent en faveur de I'implication de I’apoptose dans les dommages consécutifs a

I’hypoxie-ischémie (Beilharz ef al., 1995).

La perte neuronale aprés hypoxie-ischémie dépend généralement de la sévérité de
’agression (Beilharz ¢z al, 1995). Lors d’une agression hypoxique-ischémique sévére,
apparait une nécrose exacerbée par une inflammation. La mort neuronale sélective
d’origine apoptotique se développe le plus souvent apreés des agressions breves (Dickson,

1995).



Dans les modeéles expérimentaux d'ischémie, la démonstration de l'existence de
mort par apoptose dans le cerveau est basée sur la présence d'une fragmentation spécifique
en échelle de 'ADN (Héron et al., 1993; Okamoto et al, 1993; Tominaga ef al., 1993,
MacManus ef al., 1993). D'autres études ont décrit le rdle protecteur de la cyclohéximide
ou de l'actinomycine D apres ischémie expérimentale (Goto ef al, 1990; Shigeno et al.,

1990; Linnik ef al., 1993).

1. Fragmentation de I’ADN génomique

Comme mentionné précédemment, la fragmentation d’ADN et les changements
morphologiques cellulaires ont été utilisés comme critéres pour évaluer la participation de
I’apoptose/mort cellulaire programmée dans le systéme nerveux a 'issue de I’hypoxie-
ischémie. Le calcium peut activer I’endonucléase responsable de la fragmentation d’ADN
dans les neurones corticaux embryonnaires (Takei et Endo, 1994). La formation de
fragments inter-nucléosomaux a €galement ¢été observée dans le cerveau de rat jeune et
adulte apres épisodes d’hypoxie-ischémie globale (Beilharz ef al., 1995; Ferrer et al.,
1994). L’ischémie cérébrale focale chez la souris entralne une augmentation significative
du nombre de cellules exhibant un ADN fragmenté (Li ef al., 1995) et la mort induite par
les radicaux libres dans les neurones corticaux embryonnaires a été associée avec la
condensation et la fragmentation de la chromatine (Ratan ef al, 1994). Associés a
d’autres, ces résultats suggerent que le stress oxydatif peut induire I’apoptose dans les
neurones corticaux d’embryons. Rosenbaum et al. (1994) ont montré que la fragmentation
d’ADN avait lieu dans les neurones en culture apres une hypoxie seule et nombreuses sont
les études suggérant que la mort neuronale aprés hypoxie-ischémie implique des
changements morphologiques et biochimiques similaires a ceux utilisés pour décrire

I’apoptose.
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2. Apport des inhibiteurs de la synthése protéique

Il a été rapporté que les inhibiteurs de la syntheése des ARN et des protéines
peuvent réduire la mort neuronale retardée et sélective produite par une hypoxie-ischémie
bréve chez les rongeurs (Goto et al., 1990; Shigeno ef al., 1990, Papas ef al., 1992; Linnik
et al., 1993). De méme, l'inhibition de la synthese protéique par la cyclohéximide (CHX)
ou l'anisomycine, réduit la mort secondaire dans les cultures neuronales du cervelet apres
anoxie (Dessi ef al., 1992) ou dans les cultures du ganglion cervical supérieur apres

hypoxie (Rosenbaum ef al., 1994).

La dégénérescence des neurones corticaux embryonnaires induite par les radicaux
libres (Ratan ef al, 1994), l'apoptose induite dans les neurones et les fibroblastes en
culture par l'étoposide (Nakajima ef al., 1994) et la mort neuronale induite par les rayons
X dans I'hippocampe en développement (Kerr ef al,, 1987) sont aussi réduites par les

inhibiteurs de la synthese protéique.

Par contre, Deshpande ef al. (1992) ont rapporté que les dommages induits par
une ischémie transitoire, dans la zone CAl de I’hippocampe, ne sont pas réduits par
I’anisomycine, la CHX ou I’actinomycine D. Les raisons de ces divergences ne sont pas
connues, mais cela pourrait étre lié a des différences dans la durée et la sévérité¢ de
’agression. Il a été suggéré que I'inhibition prolongée de la synthése protéique précede la
mort neuronale retardée aprés ischémie chez la gerbille et que la reprise d’une synthése
protéique soutenue serait nécessaire pour éviter les lésions cérébrales (Beilharz ef al,
1995). Aussi, I’effet neuroprotecteur des inhibiteurs de la synthése protéique vis-a-vis de

I’hypoxie serait due a une hypothermie (Kiessling ez al., 1991).

De plus, certaines équipes ont rapporté que la synthése protéique qui survient
durant un épisode d’ischémie/reperfusion pourrait étre neuroprotectrice (Kleithues et
Hossmann, 1971; Maruno et Yanagihara, 1990). Ainsi, les effets des inhibiteurs de la

synthése protéique sur la mort neuronale apoptotique s’averent complexe.
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3. Génes impliqués

La démonstration de l'implication de quelques-uns des génes de I'apoptose dans la
mort neuronale aprés hypoxie-ischémie est trés récente, mais les résultats, associés aux
caractérisations biochimiques et aux €tudes structurales, permettent d'affirmer que certains
neurones en fonction des caractéristiques de I’agression entrent en apoptose, alors que

d'autres meurent par nécrose.

Apres ischémie cérébrale, on observe une diminution importante de la synthése de
protéines dans les neurones (Paschen et Djuricic, 1995). Cependant, un trés petit nombre
de génes, comme les génes de réponse précoce, les genes codant pour les protéines de
choc thermique et certains génes codant pour des facteurs de croissance et leurs
récepteurs, sont induits apres le choc hypoxique-ischémique (Wilson et Sutherland, 1989;
Chariaut-Marlangue ef al., 1992; Dragunow ef al., 1993; Kusumoto ef al., 1996). Ces
geénes pourraient étre impliqués soit dans la propagation du choc ischémique, soit dans la

protection, voire la réparation des cellules.

Dans le cerveau ischémié apres occlusion de l'artére cérébrale moyenne chez le
rat, on trouve l'expression de la protéine p53 dans les régions de mort neuronale c'est-a-
dire dans le cortex et le striatum (Li et al, 1994). Chez les souris transgéniques
hétérozygotes pour un gene nul p53 ou homozygotes pour ce gene, on observe une
réduction notable du volume de l'infarctus aprés occlusion de l'artére cérébrale moyenne
(Crumrine ef al., 1994). Cependant, les résultats obtenus sont difficiles a interpréter dans
la mesure ou l'absence totale de la protéine p53 protége moins qu'une expression modérée.
Cela pourrait indiquer que la protéine p53 n'agit probablement pas de fagon directe mais
par lintermédiaire de ses génes cibles, tel que p21 (WAF) qui code pour un inhibiteur de
Cdk (Xiong et al., 1993; Dulic et al., 1994). Par ailleurs, la protéine p53 régule des genes
qui ne sont pas a proprement parler des genes régulateurs de l'apoptose, mais dont
l'expression est induite par I'ischémie: hsp70 (Agoff et al, 1993) et c-fos (Kley ef al,
1992). Nous exposerons plus en détail dans le chapitre III les études réalisées sur
I’expression de c-fos, et des facteurs de transcription en général, suite aux agressions

hypoxiques et/ou ischémiques.
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II. GLUTAMATE ET HYPOXIE-ISCHEMIE

A. ROLES PHYSIOLOGIQUES DU GLUTAMATE

Le glutamate est un acide aminé naturel & chaine linéaire avec une fonction acide
carboxylique en gamma. Il participe a la constitution des protéines et intervient dans
diverses réactions du métabolisme cellulaire. C’est un acide aminé non essentiel, ¢’est-a-
dire qu’il est synthétisé par I’organisme, mais comme il ne franchit pas la barriére hémato-
encéphalique, il ne peut étre apporté par le sang et est donc élaboré dans les tissus

cérébraux (Fagg et Foster, 1983).

Avec ’aspartate, le glutamate est responsable des principales activités excitatrices
du systéme nerveux central. Les deux molécules sont de structure et de propriétés trés
voisines et I’expression d’acides aminés excitateurs (AAE) est utilisée pour désigner ces
deux composés. L’excitation par le glutamate est trés répandue dans les centres nerveux et
la majorité des synapses excitatrices centrales sont glutamatergiques (McGeer et al., 1987,
Headley et Grillner, 1991, Jahr et Lester, 1992). A travers leurs récepteurs, les AAE ne
médient pas seulement la transmission synaptique normale a travers les voies excitatrices,
ils participent aussi a la modification des connexions synaptiques. Les AAE jouent un rdle
important dans des phénomeénes essentiels tels que le développement cérébral,
’apprentissage et la mémoire (Collingridge et Lester, 1989). Cependant, la suractivation
de leurs récepteurs peut médier la dégénérescence neuronale (Beal, 1992; Dessi ef al.,
1994; Regan et al,, 1995). 1l existerait, en fait, une frontiére étroite entre la fonction

normale des AAE et les réactions toxiques qui leur sont associées.
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B. METABOLISME, STOCKAGE ET  LIBERATION DU
GLUTAMATE

La synthése du glutamate participe au métabolisme cellulaire et fait intervenir une
coopération entre cellules gliales et terminaisons neuronales. L’anion L-glutamate peut
étre produit par transamination de I’acide o-céto-glutarique ou par désamination de la
glutamine ou encore a partir de ’ornithine en plusieurs étapes. L’importance relative de
ces trois voies est inconnue et pourrait varier selon les régions cérébrales. La voie de
biosynthése du glutamate est en relation étroite avec le cycle de Krebs. L’origine du
glutamate est donc multiple, les apports pouvant s’adapter aux besoins (McGeer ef al.,

1987; Fagg et Foster, 1983).

L’une des caractéristiques des terminaisons glutamatergiques est la présence d’un
systéme spécialis¢ de concentration intravésiculaire treés actif. Le glutamate du systéme
nerveux central est présent dans trois compartiments : extracellulaire, cytosolique et
vésiculaire. Ces compartiments donnent lieu a des échanges grace & l’existence de
systémes de transporteurs membranaires tres actifs. Les propriétés du transporteur de la
membrane plasmique sont différentes par ’affinité et la spécificité¢ de celui de la paroi
vésiculaire. Ce systeme de transport électrogénique a haute affinité consiste en un échange
entre 1 ion glutamate et 3 ions Na" (éventuellement 2 Na" et 1 H') qui entrent dans la
cellule pour un ion K" qui sort. Chaque ion glutamate qui pénétre entraine donc avec lui
une charge positive, d’oll un courant membranaire entrant qui peut €tre détecté. 1l apparait
que ce systéme de transport est étroitement dépendant du potentiel et du gradient de
potassium (la dépolarisation ou/et I’élévation du taux de K" externe le réduisant) (Fagg et

Foster, 1983; Sahai, 1990, Dessi ef al., 1994).
La régulation de lactivité du transporteur est assurée par I’équilibre entre

plusieurs facteurs. Une défaillance de cette régulation entraine la mort cellulaire par

excitotoxicité.
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C. RECEPTEURS DU GLUTAMATE

Les études électrophysiologiques, biochimiques et de liaison de radioligands ont
montré 1’existence d’au moins cinq types de récepteurs distincts. Actuellement, deux
catégories majeures de récepteurs sont connues, ionotropes et métabotropes (Monaghan
et al., 1989). Les récepteurs ionotropes comprennent le complexe récepteur NMDA
(activé par le N-méthyl-D-aspartate) et d’autres que 1’on regroupe sous ie nom de “non-
NMDA?”, comprenant les récepteurs de types AMPA (o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazole propionate), kainate et le type présynaptique L-AP4 (2-amino-4-

phosphobutanoate).

Les récepteurs NMDA, AMPA et kainate ont été définis par les actions
dépolarisantes des agonistes sélectifs et par leur blocage par des antagonistes sélectifs. Le
récepteur L-AP4 représenterait un autorécepteur inhibiteur. Les récepteurs métabotropes,
notamment activés par ’ACPD (amino-1,3-cyclopentanedicarboxylate), modifient le
métabolisme des inositols phosphates. La transmission de ’excitation implique les actions

meédiées par un ou plusieurs combinaisons de ces récepteurs (Young et Fagg, 1991).

1. Complexe récepteur NMDA

Le récepteur NMDA, dont un schéma de la structure est présentée sur la figure
3, est certainement le mieux caractérisé des récepteurs des acides aminés excitateurs. Sur
le plan fonctionnel, le résultat le plus important de son activation est une entrée de calcium
dans la cellule, impliquant, la participation de plusieurs composants du récepteur. Ce type
de récepteur intervient dans la plasticité neuronale, la transmission synaptique lente, mais
aussi dans les désordres neurodégénératifs (Monaghan ef al, 1989; Sahai, 1990, Beal,

1992; Mattson ef al., 1995; Headley et Grillner, 1991; Mayers et Miller, 1991).
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a) Structure du récepteur NMIDA

Structuralement, le récepteur NMDA est assemblé a partir de deux sous-unités, la
sous-unité NR1 qui est le principal constituant, avec 8 isoformes obtenues par épissage
alternatif (A-H) (Moriyoshi ez al., 1991), et la sous-unité NR2 dont il a été caractérisé 4
sous-types (NR2A, B, C et D) (Monyer ef al., 1992; Mori et Mishina, 1995).

L’assemblage oligomérique par combinaison des sous-unités NR1 et NR2 confere
a ce récepteur-canal sa complexité. La sous-unité NR1 est exprimée de maniere ubiquitaire
dans le cerveau de I’adulte (Laurie ez al., 1995), alors que la sous-unité NR2 présente une

distribution plus restreinte (Watanabe ef al., 1992; Wenzel ef al., 1995).

Les différents sites de liaison au niveau du récepteur pouvant moduler son

activité sont représentés dans la figure 3.

1) Site de liaison du glutamate

Les agonistes du récepteur NMDA ont une activité et une affinité qui varient
selon la fonction acide de la chaine latérale. L acide iboténique avec son radical isoxazole
est un agoniste a affinité plus faible que celles du glutamate, aspartate ou NMDA.
D’autres analogues du glutamate tels que ’acide trans-2, 3-piperidine dicarboxylique et le
cis-1(R)-amino-1,3(R)-dicarboxy-cyclopentane suggérent que la conformation active de
l’acide glutamique au niveau du récepteur NMDA pourrait étre non pas linéaire, mais
pliée. L’acide quinolinique, métabolite hétéroaromatique du tryptophane, en est un autre

exemple.

Les molécules qui se fixent directement sur le site récepteur et qui entrent en
compétition avec le 1igand naturel ou les agonistes sélectifs empéchant ainsi la réponse
cellulaire sont appelées des antagonistes compétitifs. Les plus puissantes d’entre elles

agissent a concentration micromolaire (Monaghan ef al., 1989).
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L’AP5 (DL-2-amino-5-phosphonopentanoate) et I’AP7 (DL-2-amino-7-
phosphonoheptanoate) ont une puissance et une sélectivité égales (Monaghan ef al., 1984,
Olverman ef al., 1988). Les autres antagonistes du récepteur NMDA dérivent de I’APS5 et
’AP7. Ainsi, I’acide B-D-aspartylaminométhyl phosphonique (ASP-AMP) et ’acide y-D-
glutamylaminométhyl phosphonique (GLU-AMP) sont deux peptides avec des profils
proches de I'APS. L’acide 3-[(%)-2-carboxypiperazine-4-yl)]-propyl-1-phosphonique
(CPP) est un analogue d’AP7, avec une structure plus rigide et approximativement trois
fois plus puissant que I'APS (Davies et al., 1986; Harris et al., 1986, Lehmann ef al.,
1987). L’acide 1-(cis-2-carboxypiperidine-4-yl)-methyl-1-phosphonique (CGS 19755), un
analogue de la pipéridine et dont la structure est basée sur celle du CPP et AP5, est encore

plus puissant que le CPP (Lehmann ef al., 1988).

2) Site de liaison de la glycine

La glycine potentialise I’action du glutamate ou du NMDA mais est dépourvue
d’action propre (Johnson et Ascher, 1987). L effet est obtenu par une augmentation de la
fréquence d’ouverture du canal ionique. La glycine est indispensable a Pactivation du
récepteur NMDA par le glutamate et autres agonistes (Kleckner et Dingledine, 1988). Le
kynurénate, un antagoniste du récepteur NMDA, agit par compétition au niveau du site de
liaison de la glycine. Son action peut étre inversée par un excés de glycine (Evans ef al.,
1987). Un analogue du kynurénate, le 7-chlorokynurénate, a une grande sélectivité et une
affinité élevée pour le site glycine du récepteur NMDA (Kemp ef al., 1988). La glycine

elle-méme est I’agoniste le plus puissant utilis€ comme radioligand sous forme tritiée.

3) Canal ionique

La caractéristique essentielle de la réponse ionique par activation du récepteur
NMDA est sa dépendance vis-a-vis du voltage. Cette propriété fait intervenir I’action du
magnésium. Pour les valeurs de potentiel aux alentours du niveau de repos, les ions Mg®*
bloquent le canal ionique. Le canal est perméable aux ions Na”, K" et principalement Ca*".

Il s’agit bien d’un type de canal individualisé, car si ’on suit Pentrée du calcium, on
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constate qu’elle se fait indépendamment du flux calcique qui emprunte les canaux
dépendants du voltage (Ascher et Nowak, 1986; Jahr et Stevens, 1987, Jahr et Lester,
1992).

b) Régulation du récepteur

Il existe des antagonistes sélectifs du récepteur NMDA comme la kétamine et la
phénylcyclidine (site PCP localisé dans la canal) qui ne bloquent pas les réponses au
kainate ou au quisqualate. D’autres dérivés, comme le TCP (thiénylcyclohexyl-pipéridine)
et le MK-801 (dizocilpine) sont encore plus actifs et présentent des propriétés
neuroprotectrices. Ces composés ne sont pas des antagonistes compétitifs, la fixation sur
le site de reconnaissance du glutamate n’étant pas bloquée, et fonctionnent par inhibition
de 'ouverture du canal. Par ailleurs, ce type de blocage nécessite 1’action préalable d’un
agoniste, ce qui montre que la fixation se produit sur le canal ionique a I’état ouvert. Ainsi,
’effet des antagonistes non compétitifs dépend de I’occupation du site récepteur, leur

antagonisme vis & vis du récepteur €tant accru en présence d’agonistes NMDA.

Le blocage du récepteur et sa levée sont partiellement dépendants du potentiel
membranaire (Nowak ef al., 1984; Mayers ef al., 1984). Le site de fixation du magnésium,
situé dans le canal, est voisin du site de blocage, les ions Mg” pouvant prévenir I’effet
bloquant de fagon dépendante du potentiel. En absence de magnésium, les canaux NMDA
sont indépendants du voltage. En sa présence, par contre, il se produit un blocage des
courants ioniques dépendants du voltage. Les ions Mg”, a dose élevée, bloquent la
réponse NMDA et leffet du magnésium est maximal dans des conditions
d’hyperpolarisation et virtuellement absent pour des différences de potentiel de -20 mV et
au-dela (Ascher et Nowak, 1987). Cette propricté est a ’origine de la voltage-dépendance
de la réponse NMDA: Au niveau du potentiel de repos, le canal ionique activé par le
NMDA est pratiquement totalement bloqué par les concentrations physiologiques de
magnésium. En revanche, aprés dépolarisation, le blocage par Iion Mg®" est levé
(Takahashi ef al., 1995). Un tel mécanisme serait associé a la neurotoxicité du glutamate

médice par le récepteur NMDA (Cox ef al., 1989).
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Les ions Zn*" exercent un rdle régulateur par action sur un site différent. Le zinc

bloque le récepteur, mais de fagon indépendante du voltage (Christine et Choi, 1990).

La spermine, la spermidine et d’autres polyamines endogenes augmentent la
liaison du MK-801 ou du TCP au récepteur NMDA en présence de glutamate, cet effet
¢tant inhibé par les antagonistes compétitifs (AP5, AP7 ou CCP). L’effet serait di a une
affinité¢ des polyamines pour des sites spécifiques et non pas a une propriété d’interaction
générale de ces molécules avec la membrane. Les sites de fixation étant localisés sur la
face interne de la membrane, ces agents doivent franchir celle-ci pour exercer leurs effets.
L’efficacité du récepteur NMDA pourrait donc étre modulée par des polyamines et ceci
sous la dépendance du glutamate et de la glycine (Carter ef al., 1989; Lodge et Johnson,
1991). Une production accrue de polyamines au cours de certains €tats pathologiques

pourrait contribuer au phénomeéne de neurotoxicité.

2. Réceptéurs AMPA/kainate

a) Structure des récepteurs AMPA/kainate

La pharmacologie permet de séparer les récepteurs ionotropes non-NMDA en
deux types: les récepteurs de type kainate (a haute affinité pour le kainate) et les
récepteurs de type AMPA (a faible affinité pour le kainate) (Keinanen ef al., 1990, Wisden
et Seeburg, 1993).

Le récepteur de type AMPA est constitu¢ de la combinaison de plusieurs sous-
unités nommées Glu R1 a Glu R4, laquelle combinaison joue un rdle dans la spécificité
ionique du canal AMPA, les sous-unités Glu R1, 2 et 4 étant plus perméables au Ca** que
la sous-unité Glu R2. Le récepteur AMPA est associé dans la membrane & une protéine a

role régulateur (figure 4).

46



=

’%/

RRARRRAREARARRNAR AN

Protéine
modulatrice

Figure 4 : Schéma de la structure du récepteur de type AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazole propionate).




La structure du récepteur de type kainate consiste en la combinaison de sous-
unités Glu R5 a Glu R7 qui correspondent a des sites de faible affinité par rapport a
d’autres sous-unités : KAl et KA2. Le canal fonctionnel est constitué des sous-unités
KA1 ou KA2 de fagon hétéromérique avec une sous-unité Glu R5 ou Glu R6 (Hollmann

et Heinemann, 1994).

b) Pharmacologie des récepteurs AMPA/kainate

Les profils d’activité des agonistes sont, par ordre d’efficacité décroissante :
v pour le type kainate : domoate > kainate > quisqualate > glutamate.

v pour le type AMPA : quisqualate > AMPA > glutamate > kainate.

On remarque que le glutamate n’est pas ’agoniste le plus actif. Les agonistes
non-NMDA du glutamate, le kainate, ’AMPA et le quisqualate, activent I’ouverture des
canaux ioniques au Na™ et K et ils ont en général une faible perméabilité au Ca®".
Cependant, certains récepteurs a haute affinit¢ pour ’AMPA ont une perméabilité
substantielle au Ca*" (Keinanen ef al., 1990). La faible perméabilité au Ca**, ou a d’autres
cations divalents, des récepteurs AMPA et kainate a été lice & la présence de résidus

arginine au niveau du deuxieme domaine de la sous-unité GLuR2.

Les dérivés des quinoxalines-diones, le 6,7-dinitroquinoxaline-2 3-dione (DNQX)
et le 6-cyano-7-sulfamoylbenzo(f)quinoxaline-2,3-dione (CNQX), sont des antagonistes
spécifiques des récepteurs non-NMDA sans pourtant pouvoir différencier les récepteurs
AMPA des récepteurs kainate. Seul le 6-nitro-7-sulfamoylbenzo(f)quinoxaline-2,3-dione

(NBQX) est assez spécifique des récepteurs AMPA.

Les deux types de récepteurs sont souvent associés mais montrent une
distribution sélective dans le télencéphale par autoradiographie. Le kainate[’H] montre une
forte densité¢ de sites de liaison dans la couche CA3 de P'hippocampe, les couches
profondes du cortex, le striatum et la couche granuleuse du cervelet, entre autres. La

liaison de ’AMPA[’H] montre une densit¢ plus forte dans la couche CAl de
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I’hippocampe, les couches corticales externes, le septum latéral et la couche moléculaire

du cervelet (Collingridge et Lester, 1989).

3. Récepteur L-AP4

Cette catégorie contraste avec les types évoqués précédemment par effet
hyperpolarisant produit lors de son activation et par la localisation des récepteurs
essentiellement au niveau présynaptique. La caractéristique pharmacologique est le
blocage obtenu par le L-AP4, un analogue de glutamate, le groupe carboxyle étant
remplacé par un phosphate (amino-4-phosphobutyrate). La mise en évidence de ce type de
récepteurs résulte de ’observation dans la moelle épiniére ou I’hippocampe d’un blocage
par I’AP4 de certaines excitations sans blocage de I’effet d’agonistes appliqués localement
comme le glutamate, 1’aspartate, le NMDA, le kainate et le quisqualate (Fagg et Foster,
1983; Hollmann et Heinemann, 1994).

Ce récepteur est couplé avec un canal chlorure et son activation produit une
hyperpolarisation. Cet effet ayant lieu au niveau présynaptique constitue donc un rétro-

contrdle inhibiteur.

4. Récepteurs métabotropes

A I’heure actuelle, huit sous types de récepteurs métabotropes ont été clonés : de
mGlu R1 a mGlu R8 (Hollmann et Heinemann, 1994), tous couplés a une protéine G

(figure 5).

Ce type de récepteurs posséde des propriétés pharmacologiques distinctes des
récepteurs ionotropes. Ils interviennent dans les processus de plasticité synaptique, de
mémorisation et d’apprentissage ainsi que la modulation de la transmission excitatrice

synaptique (Sladeczec ef al., 1988; Schoepp ef al., 1990; Schoepp et Conn, 1993).
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La réponse métabotrope est caractérisée par des oscillations du courant chlore.
Le couplage du récepteur s’effectue par la stimulation de Ihydrolyse du
phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol 1,4,5-
triphosphate (IP3). Le PIP2 est hydrolysé par la phospholipase C couplée au récepteur par
I'intermédiaire d’une protéine G. Le DAG est un second messager qui stimule la protéine
kinase C membranaire et I’IP3, une fois libéré dans le cytosol, permet la mobilisation du
calcium a partir du réticulum endoplasmique. Par ailleurs, il existe d’autres systémes de
transduction couplés aux récepteurs métabotropes. En effet, la liaison du glutamate a son
récepteur métabotrope conduit a I’activation de ’enzyme adénylyl cyclase qui entraine la
production d’AMP cyclique (Winder et Conn, 1995) ou bien de la phospholipase A2
(PLA2) a I’origine de la libération d’acide arachidonique (Johnston, 1993).

Le quisqualate, comme le glutamate et I’iboténate, peut induire une réponse, mais
non le kainate, PAMPA ou le NMDA. Le frans-ACPD (trans-(+)-1-amino-1,3-
cyclopentanedicarboxylate) stimule le métabolisme des inositol phosphates, effet inhibé par
les antagonistes non compétitifs, le LABH (L-aspartate-B-hydroxamate) et I’AP3 (2-

amino-3-phospho-propionate).

Littman ef al. (1993) ont subdivis€ les récepteurs couplés aux phosphoinositides

en trois sous types en fonction de leur sensibilité aux agonistes et antagonistes:

v un sous-type stimulé par le D-aspartate et insensible a I’action antagoniste du

LABH et du AP3 et qui serait impliqué durant le développement.

v un sous-type stimulé par le trans-ACPD, le quisqualate et I’iboténate et bloqué

par le LABH et I’AP3. On le retrouve dans ’hippocampe et le cortex cérébral.
v un sous-type stimulé par le frans-ACPD, le quisqualate et I’iboténate mais

insensible aux actions du LABH et AP3. 11 est présent essentiellement dans le cervelet

(Littman ef al., 1993).
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D. RECEPTEURS DU  GLUTAMATE AU COURS DU

DEVELOPPEMENT

La maturation des propriétés électrophysiologiques, biochimiques et
pharmacologiques des récepteurs du glutamate au cours du développement est en partie
responsable des modifications d'excitabilité cérébrale ainsi que de la survie, de la
croissance, de la différenciation et de la régulation de la cytoarchitecture neuronale. La
plasticité développementale du systéme nerveux central des mammiferes dépend largement
des propriétés de ces récepteurs (Coyle, 1977, MacDonald et Johnston, 1990; Scatton,
1993).

La teneur cérébrale en glutamate, comme celle des autres AAE, augmente au
cours du développement, en relation avec l'évolution fonctionnelle des structures
cérébrales (Ricci ef al.,, 1990). Les AAE sont abondamment présents dans le cerveau de
rat pendant la période périnatale et des sites de liaison pour le glutamate ont été mis en
évidence des la naissance, avec une augmentation de la capacité a fixer le glutamate au

cours du développement cérébral (Sanderson et Murphy, 1982).

1. Ontogenése des récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA sont détectables dans le cerveau de rat le 1% jour suivant
la naissance. Leur densité devient supérieure a celle des adultes entre le 14°™ et le 28°™

jour postnatal (MacDonald ef al., 1988; Insel ef al., 1990; MacDonald et Johnston, 1990).

L'activation du récepteur par le glutamate et la glycine étant faible chez les rats de
5 jours et le fait qu'elle augmente de manicre substantielle jusqu'au stade de 15 jours,
soulignent l'intérét de la maturation fonctionnelle du complexe récepteur. Les analyses
autoradiographiques ont révélé un développement différentiel et spécifique des différents
sites du récepteur (Insel ef al, 1990; MacDonald et al.,, 1990) et sa capacité a fixer le
MK-801 apparait avant les sites de liaison du glutamate (Doriat ef al., 1998). Doriat ef al.

(1998) ont montré une augmentation progressive du nombre total des sites de liaison pour



le MK-801 dans le cerveau de rat durant la période postnatale et les changements d'affinité
pour cet antagoniste au cours de l'ontogenése des récepteurs NMDA (Mishra et Delivoria-
Papadopoulos, 1992) soulignent le rdle de ces récepteurs dans le cerveau immature. Ces
récepteurs sont fonctionnels au 3°™ jour postnatal (Burgard et Hablitz, 1993), stade

auquel apparaissent également les sites de liaison pour le MK-801 (Morin ef al., 1989).

Par ailleurs, cette augmentation transitoire de la densité des récepteurs NMDA
durant le premier mois postnatal (Tremblay er al., 1988) et la présence de synapses
excitatrices fonctionnelles durant le développement embryonnaire et postnatal (Connors ef
al., 1983; Blanton et Kriegstein, 1991) suggérent une influence trophique des récepteurs
NMDA au cours du développement (Burgard et Hablitz, 1993).

De plus, la neurotoxicit¢ du NMDA augmente transitoirement dans le cerveau
immature de rat (MacDonald ef al, 1988, MacDonald et Johnston, 1990). Cette
augmentation se superpose a l’augmentation de la densité des sites de liaison pour le

NMDA dans ’hippocampe et le cortex de rat en développement (Tremblay ef al., 1988).

Toutefois, les changements des caractéristiques de liaison du MK-801 au cours
du développement cérébral refléteraient une ontogenése séquentielle des différents types
de récepteurs NMDA avec pour chacun une distribution et un profil développemental
propres (Monyer et al., 1992). La sous-unité NR1 serait surtout exprimée aux stades pré-
et post-natals, et I'expression de la sous-unité NR2 serait plutdt séquentielle jusqu'a l'dge
adulte (Monyer ef al., 1994). En effet, dans le cerveau, une expression différentielle des
différentes sous-unités NR2ZA, NR2B, NR2C et NR2D durant le développement postnatal
a ¢été démontrée (Wenzel ef al, 1997), laquelle entrainerait des différences de fonction
entre les divers récepteurs NMDA (Carmignoto et Vicini, 1992; Khazipov ef al., 1995,
Portera-Cailliau ef al., - 1996). Alors que les sous-unités NR2A et NR2C sont fortement
exprimées aprés la naissance, les sous-unités NR2B et NR2D sont plutdt présentes
pendant le développement embryonnaire et dans la période périnatale (Watanabe ef al.,

1992). L'expression de NR2D diminue avec la maturation cérébrale (Wenzel ef al., 1996)
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et les souris déficientes pour les geénes codant pour NR1 et NR2B meurent 1 jour apres la

naissance (lkeda et al., 1995; Ebralidze ef al., 1996).

2. Ontogenése des récepteurs non-NMDA

La présence des récepteurs non-NMDA a été démontrée dans le cortex & partir
du 17 jour aprés la naissance (Insel ef al., 1990; MacDonald et Johnston, 1990; Burgard et
Hablitz, 1993). Le développement de leurs sites de liaison dans le cerveau de rat est
caractérisé par une faible capacité de liaison prénatale et une augmentation rapide qui
1émc

atteint des valeurs maximales au 21°™ jour postnatal. (Campochiaro et Coyle, 1978). Erdo

et Wolff (1989) ont montré une augmentation transitoire du nombre et de affinité des
récepteurs non-NMDA dans le cortex du cerveau immature de rat. Au cours de la 2°™
semaine postnatale, leur expression est transitoirement plus €levée que chez I’adulte. Les
niveaux maximum de liaison de ’acide kainique dans la plupart des régions cérébrales sont

atteintes entre 14 et 21 jours (Miller ef al., 1990).

Durant le développement postnatal, la densité des sites de liaison du glutamate
augmente, mais l'efficacit¢ de couplage de ces sites avec le métabolisme des
phosphoinositides décline progressivement. Chez la souris, la stimulation de I'hydrolyse
des phosphoinositides est tres forte a 6-8 jours aprés la naissance mais elle diminue durant

les 10 jours suivants et atteint les valeurs mesurées chez I'adulte aux environs du 24™ jour

postnatal (Nicoletti ef al., 1986).



E. EXCITOTOXICITE LIEE AU GLUTAMATE

Les effets physiologiques importants obtenus par activation des récepteurs aux
AAE découlent majoritairement d’une entrée de calcium dont les conséquences
intracellulaires sont nombreuses. Parmi ces effets, certains sont nécessaires au bon
déroulement des processus de développement et d’apprentissage, d’autres qui résultent

d’un dépassement du mécanisme sont au contraire toxiques.

1. Concept d’excitotoxicité

Les lésions produites par ’administration des AAE et de leurs analogues,
rassemblées sous le nom de I€sions excitotoxiques, ont été décrites depuis longtemps
(Lucas et Newhouse, 1957, Olney, 1969).

Cette propriété semble générale pour les différents types de récepteurs aux AAE,
et une corrélation entre ’activation des récepteurs NMDA ou non-NMDA et la sensibilité
a ’excitotoxicité a été mise en évidence (Frandsen et Schousboe, 1987, 1990; Frandsen ef
al., 1989; Marret ef al., 1995ab). Cependant, la neurotoxicité incrimine davantage les
récepteurs NMDA, les antagonistes NMDA étant les plus efficaces pour s’opposer aux
effets néfastes de I’administration de glutamate (Choi et al., 1988; Hartley et Choi, 1989,
Lysko ef al., 1989; Black ef al., 1995). Dans un modele de culture de motoneurones de la
moelle €pini¢re, par contre, le processus excitotoxique est insensible au blocage des
récepteurs NMDA et semble étre médié par les récepteurs AMPA/kainate (Rothstein et
al., 1993).

La médiation de ’excitotoxicité dépend largement des différents sous-types de
récepteurs exprimés par la population cellulaire concernée. Toutefois, le role de 1’acide
glutamique endogene est a prendre en considération. Les effets de I’acide kainique, qui est
un puissant neurotoxique in vivo, semblent dépendre de la libération de I’acide glutamique
endogene, ces effets pouvant étre inhibés par ablation des afférences glutamatergiques

(Campochiaro et Coyle, 1978).
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2. Hypothése excitotoxique

La régulation des quantités de glutamate et d’aspartate dans le milieu
extracellulaire, et dans la fente synaptique en particulier, dépend de nombreux facteurs

parmi lesquels la recapture par les neurones ou les cellules gliales.

Dans des études réalisées in vitro, la mort neuronale a été observée apres un
contact avec un milieu riche en glutamate (Koh et Choi, 1987; Choi ef al., 1987; Dessi ef
al., 1994) mais in vivo la capture par les cellules gliales réduit la toxicité. On sait
maintenant que les lésions du systéme nerveux produites par les AAE et leurs analogues
sont dues a un débordement des mécanismes physiologiques au cours duquel la
dépolarisation, I’entrée des ions Na', ’augmentation des ions Ca*" dans les cellules et la
libération des AAE ne sont plus contrdlées (Choi, 1987, 1988). Il s’ensuit alors

I’apparition d’altérations membranaires et finalement une lyse cellulaire.

Parmi les mécanismes de la toxicité cellulaire, qui sont trés nombreux du fait de la

richesse des interactions possibles des ions Ca®’, nous retiendrons :

v P’activation des calpaines qui, dégradant les différents constituants du cytosquelette,

désorganisent les terminaisons nerveuses (Doble, 1995).

v P’activation des phospholipases avec production d’acide arachidonique (Patel ef al.,
1990) qui est impliqué dans la potentialisation a long terme mais aussi dans des processus
pathologiques (Farooqui et Horrocks, 1991, 1994). La libération des AAE est réduite sous
Paction d’inhibiteurs du métabolisme de 1’acide arachidonique (Peterson ef al, 1995),
suggérant un effet en retour de P'acide arachidonique sur la concentration en AAE (figure
6).

v la production de .radicaux libres oxygénés qui est corrélée avec le degré d’activation

des récepteurs NMDA (Reynolds et Hastings, 1995).

v la production de monoxyde d’azote capable d’inhiber la respiration mitochondriale

(Bonfoco ef al., 1995).
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Figure 6 : Effet neurotoxique du glutamate extracellulaire.

La régulation du taux de glutamate dans le milieu extracellulaire est assurée par la capture de I’ion
glutamate par les neurones et les cellules gliales. Si cette capture diminue, par dépolarisation ou
augmentation du potassium extracellulaire ([K*].), le phénomene tend a s’amplifier de lui-méme (la
sortie de potassium augmentant de plus en plus la dépolarisation) et I’effet est encore aggravé par
’action de I’acide arachidonique. L’origine de I’effet neurotoxique du glutamate est donc dans ce
mécanisme qui se poursuit par une décharge répétitive des neurones et un flux calcique entrant qui

échappent a tout contréle.




En outre, les taux d’AAE ont tendance a s’auto-entretenir. L’élévation de la
concentration en acide arachidonique inhibe la recapture du glutamate ce qui contribue a
’augmentation de la concentration extracellulaire en glutamate. Les fortes concentrations
en glutamate dans ’environnement extracellulaire, peuvent diffuser vers d’autres neurones

et provoquer leur dépolarisation, amplifiant ainsi les effets toxiques (figure 6).

Par ailleurs, P’augmentation du calcium intracellulaire peut aussi stimuler
’exocytose a partir des vésicules synaptiques, entretenant ainsi la libération du glutamate

(Sanchez-Prieto et Gonzalez, 1988).

3. Excitotoxicité et role du glutamate dans I’hypoxie-ischémie

Les propriétés toxiques du glutamate sont sous-jacentes a la vulnérabilité
neuronale induite par I"hypoxie/ischémie. Pendant I’agression hypoxique/ischémique, on
assiste a une libération accrue de glutamate, en relation avec 1’augmentation de la
concentration calcique (Drejer ef al., 1985, Wahl er al., 1994). Les neurones affectés,

libérent a leur tour des AAE et le processus lésionnel s’étend.

In vitro, la mort neuronale induite par I’anoxie est étroitement liée aux effets
neurotoxiques des AAE (Drejer ef al., 1985), elle peut étre bloquée en augmentant la
concentration de Mg®" extracellulaire (Nowak et al., 1984; Choi et Rothman, 1990), en
présence des antagonistes des récepteurs NMDA (Rothman, 1983, 1984) ou encore d’un
inhibiteur de la libération du glutamate (Dessi ef al., 1993). Ces résultats suggerent que
’anoxie entraine la libération du glutamate qui, par un mécanisme excitotoxique médié¢ par

les récepteurs NMDA, induit la mort neuronale.
Dans un modele d’ischémie cérébrale globale chez le rat, Benveniste et al. (1984)

ont montré par microdialyse I’augmentation massive des taux de glutamate. Dans un

modele d’ischémie focale, ces taux sont étroitement corrélés avec 'importance des lésions
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(Butcher et al., 1990). Enfin, il a été démontré que la nécrose induite par ischémie dans la
zone CA1 de I’hippocampe est réduite par ablation des fibres collatérales glutamatergiques

afférentes a cette structure (Onodera ef al., 1986).

La protection des antagonistes des récepteurs NMDA, mais aussi non-NMDA
contre les effets de I’hypoxie-ischémie, sur les neurones in vivo ou in vitro, souligne la
participation de ces différents récepteurs dans la survenue des dommages suivant

I’hypoxie/ischémie (Schurr et Rigor, 1992; Schurr ef al., 1995; Maier ef al., 1995).

L’activation des récepteurs NMDA semble jouer un rdle majeur dans la mort
neuronale induite par ischémie cérébrale. La premiére démonstration a été réalisée par
Simon ef al. (1984) au cours d’un travail ou P’injection intracérébrale d’un antagoniste
compétitif protégeait les rats des effets d’une ischémie globale transitoire. Depuis, de
nombreux composés (antagonistes des récepteurs NMDA ou AMPA/kainate et inhibiteurs
présynaptiques de la neurotransmission glutamatergique) ont montré des capacités
neuroprotectrices. vis-a-vis des modeles d’ischémie focale, tandis que leur efficacité dans
les modeles d’ischémie globale est plus discutée (Buchan, 1990). Enfin, les inhibiteurs de
la libération du glutamate, Riluzole et Lamotrigine, réduisent les pertes neuronales induites

apres 1schémie globale ou focale (Pratt er al., 1992; Rataud et al., 1994).

Parmi les structures les plus sensibles a Pexcitotoxicité, ’hippocampe est la
mieux étudiée et présente apres ischémie une dégénérescence neuronale différée. Le
striatum est également séverement touché, mais dans cette structure et in vivo, la
neurotoxicité n’est pas induite en inhibant seulement la recapture du glutamate (Massieu ef

al., 1995).

Rajdev et Reynolds (1994) ont montré que le glutamate et le NMDA, & des
concentrations habituellement non toxiques, deviennent toxiques pour des neurones
corticaux en insuffisance métabolique. Ainsi, ’hypoglycémie accompagnant I’ischémie est
également un médiateur de ’excitotoxicité et il semble qu’une courte période de privation

en glucose changerait la sensibilité des neurones au glutamate. De plus, une réduction
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prolongée de I’apport en glucose pourrait contribuer & maintenir les taux de glutamate

extracellulaire trés élevés (Rajdev et Reynolds, 1994).

4. Remise en cause de I’hypothése excitotoxique

Tandis que divers travaux ont mis I’accent sur P'implication du glutamate dans la
mort neuronale d’origine hypoxique/ischémique, la théorie de ’excitotoxicité et le role
accordé au glutamate dans I’hypoxie sont toutefois de plus en plus discutés (Choi et
Rothman, 1990; Hossmann, 1994). L’excitotoxicité ne serait pas seule mise en jeu et
pourrait méme s’avérer d’importance mineure dans certains cas d’ischémie sévere au cours
desquels les antagonistes NMDA n’exercent pas d’effet protecteur sur les neurones

(Gloldberg ef al., 1987).

De plus, les effets de la privation en oxygene ne se superposent pas exactement a
ceux du glutamate. Dans les neurones hippocampaux en culture exposés a de fortes
concentrations en glutamate, ’augmentation du taux de calcium intracellulaire est

différente de celle provoquée par I’anoxie (Haddad et Jiang, 1993).

Dans I’ischémie focale, les Iésions cérébrales sont confinées aux territoires
irrigués par ’artere ligaturé et se développent en quelques heures (Kaplan ef al, 1991).
Par contre, la mort neuronale induite par une ischémie globale peut étre retardée de
quelques jours et elle est restreinte a un petit nombre de populations cellulaires (Kirino ef
al., 1984) quoique que le glutamate soit bien libéré dans le milieu extracellulaire

(Benveniste ef al., 1984).

Par ailleurs, ’hypothese excitotoxique repose pour beaucoup sur les résultats de
travaux effectués in vifro a I’encontre desquels de nombreuses questions restent posées.
La comparaison de ces études avec les observations faites in vivo a conduit a réévaluer le

role du glutamate (Hossmann, 1994).

57



III. FACTEURS DE TRANSCRIPTION ET HYPOXIE-

ISCHEMIE

A. INTRODUCTION

De nombreux travaux ont mis ’accent sur le role des geénes précoces dans la
plasticité neuronale. Ces génes qui représentent la premiére réponse d’expression génique

obtenue aprés stimulation cellulaire, peuvent étre classés en deux catégories:
v les génes codant pour des protéines affectant directement la fonction cellulaire.

v les geénes codant pour des facteurs de transcription qui influencent ’activité des
cellules indirectement en agissant sur ’expression de genes cibles. Ces molécules de
signalisation qui médient la régulation de la croissance sont impliquées dans d’autres

processus, comme la différenciation cellulaire et la physiologie neuronale.

Nous nous sommes intéressés a la deuxiéme catégorie, plus précisément a
’expression des facteurs de transcription Fos, Jun, Myc et des protéines appartenant a

leurs familles dans le cadre de I’hypoxie cérébrale précoce.

1. Définition

Les facteurs de transcription représentent une famille de génes répondant a toute
une variété de stimuli. Les ARN messagers (ARNm) correspondants sont traduits en
protéines capables de se lier a des séquences spécifiques de ’ADN et influencer ainsi
différentes fonctions cellulaires comme la division et la différenciation de méme que

’apoptose (figure 7).
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Figure 7 : Composition du facteur de transcription AP-1.




2. Réponse précoce

Les cibles génomiques des neurotransmetteurs et autres stimuli englobent un
nombre important de génes caractérisés par une induction rapide de leur expression. Ces
genes sont appelés genes précoces. Les plus étudiés sont les proto-oncogenes fos et jun.
Les génes précoces sont caractérisés par une induction rapide de leurs ARNm puis de
leurs protéines. Ce sont les premiéres cibles des systémes de transduction cellulaire et
I’activité de-leurs protéines est responsable de la stimulation secondaire du génome et de la-

réponse spécifique a long terme a la stimulation initiale (Doucet ef al., 1990).

Quand les cellules sont stimulées, les mécanismes de transduction du signal
génerent et amplifient la réponse ou 1’événement cellulaire appropriés. Dans le noyau,
convergent les activités des seconds messagers en stimulant 1’expression des genes

précoces.

3. Les protéines Fos et Jun

Le terme fos a été utilis¢ initialement pour décrire ’oncogéne codé par les virus
FBJ-MSV (Finkel-Biskis-Jinkis murine osteogenic sarcoma virus) et FBR (Finkel-Biskis-
Reilly) (Curran et Teich, 1982; Curran et Verma, 1984) et le terme oncogene englobe
plusieurs genes transformants isolés directement des tumeurs humaines, ainsi que des
genes viraux. Les geénes cellulaires normaux a partir desquels les oncogénes rétroviraux
sont issus sont appelés proto-oncogenes et représentent les progéniteurs des oncogenes
(Bishop, 1985; Curran, 1989). Les séquences cellulaires normales dont I’oncogéne viral

(v-fos) est issu constituent le proto-oncogene fos ou c-fos (Curran e al., 1983).

Comme c-fos, c-jun est un proto-oncogene dont le nom a ét¢ donné initialement a
’oncogene du virus ASV17, ju-nana correspondant au nombre 17 en japonais (Maki et
al, 1987). Les deux proto-oncogenes sont des facteurs de transcription induits par
différents signaux environnementaux. Ils fonctionnent en couplant les signaux a court

terme a des altérations a long terme du phénotype cellulaire, ceci en régulant I’expression
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de génes cibles. En effet, les études de co-transfection ont montré que les protéines Fos et
Jun peuvent fonctionner comme des modulateurs de ’expression génique (Setoyama ef

al., 1986).

Le geéne c-fos code pour un ARNm de 2,2 kilobases qui, aprés traduction, donne
naissance 4 la phosphoprotéine nucléaire c-Fos de 55 kDa (Curran et al, 1987). La
protéine c-Fos subit ensuite des modifications post-traductionnelles qui correspondent a la
phosphorylation des résidus serine et thréonine (Barber et Verma, 1987), le degré de
phosphorylation étant inversement proportionnel a sa capacité a se lier a ’ADN (Miiller ef
al., 1987). In vitro, c-Fos serait phosphorylée au moins par une kinase dépendante de
I’AMPc (Curran ef al., 1987). La phosphoprotéine de poids moléculaire apparent de 62
kDa est présente dans le complexe nucléoprotéique associ¢ a la chromatine (Renz ef al.,
1987; Curran et Morgan, 1987) ; elle est normalement exprimée a des taux faibles dans de

nombreux types cellulaires.

Fos participe a la formation d’un complexe protéique nucléaire en association
avec une protéine cellulaire de 39 kDa (Curran ef al.,, 1985) identifiée comme c-Jun, le
produit du proto-oncogene c-jun (Rauscher et al, 1988) (figure 7). Toutefois, d’autres
protéines nucléaires, appelées “Fos-related antigens” (Fra) sont induites par les stimuli
extracellulaires qui provoquent une variation de I’expression de c-Fos (Miiller et al., 1984,
Franza et al., 1987; Cohen et Curran, 1988). Plusieurs de leurs génes ont €té séquencés et
clonés, fra-1 (Cohen et Curran, 1988), fra-2 (Nishina et al.,, 1990) et fos B (Zerial ef al.,
1989) (figure 7). Leurs ARNm sont inductibles avec une cinétique relativement similaire a
celle de c-fos et les protéines contiennent des régions de grande homologie avec c-Fos,
comme le domaine de liaison a ’ADN et la région “leucine zipper” nécessaire a la

dimérisation.
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Comme c-fos, c-jun est membre d’une famille de genes comprenant jun B (Ryder
et al., 1988) et jun D (Ryder ef al,, 1989). De plus, tous les membres de la famille Jun
forment des complexes avec les protéines de la famille Fos (Zerial et al,, 1989; Cohen ef
al., 1989) (figure 7). Les geénes jun B et jun D sont exprimés avec des cinétiques
différentes de celle de c-jun; alors que jun B est inductible, jun D est un membre

constitutivement exprime.

a) Induction des génes fos et jun

Le développement cellulaire est guidé par deux types de signaux : des signaux
cellulaires intrinséques et des signaux extrinseéques. Ces signaux induisent des altérations
phénotypiques en agissant, qualitativement et quantitativement, sur la transcription
génétique. Le développement cellulaire apparait comme la régulation temporelle de

Pexpression génique (Morgan et Curran, 1989).

Dans le cas des signaux extracellulaires (neuromeédiateurs, hormones, facteurs
trophiques...), un mécanisme de transduction couplant ces molécules effectrices a la
transcription génique est nécessaire et le proto-oncogene c-fos constitue un marqueur
permettant le suivi des effets physiologiques, électriques et pharmacologiques dans le

systeme nerveux.

Il est maintenant €tabli que plusieurs types de stimuli, certains associés a des
processus de différenciation et d’autres liés a [’excitation neuronale, impliquent une
induction transitoire des ARNm et des protéines de c-fos. Cette induction s’effectue méme
en présence d’inhibiteurs de la synthése protéique, suggérant que les protéines nécessaires
a I’expression sont présentes dans les cellules non stimulées et qu’elies sont activées par
des modifications post-traductionnelles. Ce fait permet de classer fos et les autres genes
rapidement induits dans la catégorie des genes précoces (Lau et Nathans, 1987; Curran et

Morgan, 1987).
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L’application de neurotransmetteurs (Kasof ez al., 1995; Xia et al., 1996) ou une
dépolarisation directe des neurones en culture (Morgan et Curran, 1986; Bartel ef al,
1989; Sheng et al., 1990) peut entrainer une induction de c-fos. La protéine c-Fos peut
étre induite dans les neurones in vivo par une excitation physiologique, électrique ou

pharmacologique (Morgan ef al., 1987; Sagar ef al., 1988).

Compte tenu de Pinductibilité de c-fos, de son association avec la chromatine
(Abate ef al., 1990) et du fait que v-fos peut perturber le développement cellulaire normal
(Curran, 1988), c-Fos peut fonctionner comme une composante du changement
transcriptionnel, activant ou réprimant I’expression génique (Miiller ef al., 1984, Kerpolla

et Curran, 1991).

Dans beaucoup de types cellulaires, le taux de c-fos est strictement régulé. Le
taux basal d’expression est normalement bas. I.’induction des ARNm et de la protéine est
rapide et transitoire en réponse a différents agents activateurs. L’ARNm de c-fos et la
protéine correspondante apparaissent alors puis disparaissent en quelques heures.
Toutefois, il y a des circonstances exceptionnelles ou les cellules maintiennent des taux

élevés d’expression (Curran, 1988).

La découverte que ’expression de c-fos peut étre induite transitoirement a des
taux élevés par le sérum ou les facteurs de croissance suggere que ce gene intervient dans
les processus de signalisation (Miiller ef al., 1984; Greenberg et Ziff, 1984; Krujjer ef al.,
1985). De nombreux auteurs interpretent ces résultats en postulant que c-fos serait
exclusivement impliqué dans la régulation cellulaire. Son induction ne serait pas
nécessairement liée a la division cellulaire (Bravo et al, 1985), mais plutdt une

conséquence immeédiate a la stimulation de différents récepteurs.
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b) Régulation de la transcription des génes fos et jun

La région régulatrice 5° du géne fos humain a été caractérisée et les séquences

régulant la transcription de fos contiennent les motifs suivants:

v SRE (serum-responsive element) qui médie I’induction de fos par les facteurs de
croissance et les protéines des proto-oncogenes Ha-ras (Fukumoto ef al., 1990) et raf

(Jamal et Ziff, 1990).

v’ AP-1 (activated protein 1) qui médie l'induction par les phorbols esters,

probablement par la PKC.

v CRE (cyclic AMP-responsive element) qui est co-activé avec la séquence

nucléotidique nécessaire pour I’induction par le Ca®* (CaRE, calcium responsive-element).

Ces éléments de régulation jouent un role dans le controle de I'induction de
’expression. L’élément de réponse au sérum, SRE (Treisman, 1985; Gilman ez al., 1986;
Prywes et Roeder, 1987) agit comme un “enhancer” et lie une protéine nucléaire de 67
kDa (SRF : serum-response factor) (Treisman, 1986, 1987; Gilman et al., 1986; Prywes et
Roeder, 1987). Indépendamment de son nom, SRE ne relie pas uniquement les réponses
transcriptionnelles a la stimulation par le sérum. En contribuant aux taux basal de
transcription dans les cellules non stimulées, il fonctionne en couplant les réponses a

différents types de stimuli (Konig ef al., 1989).

Malgré le fait que diftérents seconds messagers activent la transcription de c-fos
via SRE, un autre élément de régulation fonctionne comme un élément de régulation
basale et d’induction (Gilman et al,, 1986; Fisch ef al,, 1987; Sheng et al., 1988). Ce site
est identique a CRE présent dans de nombreux genes (Comb ef al., 1986; Montminy ef al.,
1986). En plus du fait qu’il fonctionne comme CRE, cet élément agit comme élément de

réponse au calcium (CaRE) en médiant, par exemple, 'inductibilit¢ de c-fos par la



dépolarisation des cellules PC12 (Sheng et al, 1990). Les influx calciques voltage-
dépendants (Morgan et Curran, 1986), les neurotransmetteurs (Sheng et Greenberg, 1990;
Xia et al, 1996) et les ions barium (Curran et Morgan, 1986) agissent a travers la
séquence CRE/CaRE, pour une induction de I’expression de c-fos dans les cellules PC12

(figure 8).

L’analyse de la région régulatrice du geéne c-jun humain (Angel ef al., 1988) a
révélé des sites de liaison pour plusieurs facteurs de transcription comportant : Spi, CTF
(CAAT sequence transcription factor), AP-1 et AP-2 qui est un facteur médiant
I’induction par les phorbols esters et les stimulateurs de I’AMPc. En effet, un site AP-1 et
2 sites AP-2 sont en amont du site d’initiation du facteur de transcription c-jun dans la
région non traduite. La transcription de jun n’est ni sérum-dépendante, ni AMPc-
dépendante et les séquences correspondantes SRE et CRE n’existent pas dans son

promoteur, contrairement au gene c-fos.

c¢) Le complexe nucléoprotéique AP-1

Les produits protéiques des genes c-fos et c-jun forment des complexes
homodimériques et hétérodimériques qui fonctionnent comme des régulateurs
transcriptionnels en se liant aux séquences d’ADN des motifs AP-1 et CRE (Franza ef al.,
1988) présents dans de nombreux genes (figure 8). Ainsi, Fos fonctionne comme un
régulateur de la transcription en coopération avec Jun (Morgan et Curran, 1989; Doucet et

al., 1990).

Jun est également capable de se lier a des protéines qui se fixent a la séquence
CRE et certains auteurs (Benbrook et Jones, 1990; Sassone-Corsi ef al., 1990) ont mis en
¢évidence Vinteraction moléculaire entre Jun et CREB (Cyclic AMP-response element
binding protein) qui médie I’induction génétique a travers I’AMPc (Yamamoto ef al,
1988). En effet, Jun est une protéine dont la spécificité de liaison a I’ADN est relativement
moyenne et qui, en présence de Fos, a une grande spécificité pour les sites AP-1 (séquence

consensus 5’-1GACTCA-3"). Par contre, en présence de CREB, Jun a une grande
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Figure 8 : Couplage stimulation-transcription consécutif & une hypoxie/ischémie. Modifiée
d'apres Kiessling et Gass (1994).

Le modele suggere que I'hypoxie/ischémie peut induire l'activation de génes précoces (c-fos, c-jun) par
lintermédiaire de récepteurs ionotropes ou métabotropes. Le signal permet l'activation d'un systéme de
seconds messagers. La transcription des genes fos et jun est initiée par la liaison d'éléments de régulation
spécifiques au niveau de leurs promoteurs. Les protéines Fos et Jun formées se dimérisent et se fixent a leurs
sites de liaison spécifiques (AP-1 et CRE) au niveau des promoteurs de leurs génes cibles induisant la
régulation de leur transcription.

CCVD: Canal calcium voltage-dépendant, NMDA: N -methyi-D-aspartate; AMPA: o amino-3-hydroxy-3-
methyl-4-isoxazole propioniate; AP-1: Activated-protein  1; AP-2: Activated-protein  2; IP3:
inositoltriphosphate; DAG: diacylglycerol; M: Récepteur métabotrope; SRE: Serum-response element;
Ca/CRE: cAMP/Ca%*-response element.




spécificité pour les sites CRE (IGAGCTCA). La présence de Fos dans I’hétérodimére Fos-
Jun augmente P’affinité du complexe pour I’ADN en augmentant la stabilit¢ de I’interaction

protéine-ADN (Rauscher ef al., 1988a, 1988b; Chiu ef al., 1988).

Le facteur de transcription associé a AP-1 (ou complexe AP-1) peut étre formé
par les membres des familles Fos et Jun. Fra-1 et Fos B sont capables de réaliser des
interactions hétérodimériques avec c-Jun (figure 7). Jun B et Jun D peuvent former des
hétérodimeres avec c-Fos, mais [’association Fos-Jun B, contrairement aux autres
combinaisons, serait plutdt inhibitrice de la transcription (Schutte ef al., 1989). Alors que
les protéines de la famille Jun peuvent former des complexes monodimériques, celles de la
famille Fos doivent, pour leur activité, former des hétérodimeéres utilisant des motifs
“Leucine zipper” avec les protéines de la famille Jun (Cohen ef al, 1989; Kerpolla et

Curran, 1991).

Plusieurs travaux suggerent que les combinaisons entre Fos, Jun, et les autres
constituants du complexe AP-1 ont leur propre spécificité pour reconnaitre la séquence
AP-1, et alternativement, chaque complexe peut reconnaitre différentes séquences de type

AP-1 (Doucet et al., 1990).

Ainsi, Fos et Jun sont des facteurs de transcription inductibles et leur mécanisme
combinatoire suggére une spécificit¢ différentielle au niveau génomique en réponse a
’activation cellulaire. Tous ces facteurs de transcription peuvent réguler 1’expression

génique neuronale et non neuronale dans le cerveau des mammiferes.
Enfin, les membres des familles Fos et Jun peuvent aussi se dimériser avec

d’autres protéines comme ATF (activated transcription factor) et CREB, augmentant ainsi

les combinaisons possibles de liaison a ’ADN (Hai et Curran, 1991).
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d) Structures de liaison a 'ADN et de dimérisation

Etant donné que fos et jun possédent des séquences régulatrices nécessaires pour
la liaison du complexe AP-1, la possibilité d’autorégulation de ces deux genes a été
largement étudiée. Jun régule positivement I’expression de son propre geéne a travers le
site AP-1 (Angel ef al.,, 1988) contrairement a I’autorégulation négative de I'expression de
fos (Sassone-Corsi et al., 1988; Konig ef al., 1989), laquelle implique une séquence de
type AP-1 a c6té du motif SRE. Toutefois, le site AP-1 de c-fos est capable d’une
régulation positive de ce gene quand la liaison du facteur SRE est abolie (Doucet ¢f al,

1990).

Deux caractéristiques structurales de ces protéines sont importantes pour leur

activité de régulation:

v la structure “leucine zipper”, ou les résidus leucine dans la surface en hélice o

apportent une interface pour la dimérisation.

v la région basique, adjacente a “leucine zipper”, permet I’interaction des dimeres avec
les nucléotides de la séquence AP-1 (Neuberg er al, 1989). Aussi bien Fos que Jun

participent a I’activité de liaison de ’hétérodimére (Abate ef al., 1990; Hirai et al., 1990).

4. Réponses génomiques primaires dans les tissus nerveux

Les produits protéiques de la majorité des genes précoces contiennent des motifs
structuraux leur conférant un role de modulateurs de la transcription. L’expression rapide
et inductible de ces régulateurs transcriptionnels en réponse aux interactions ligand-
récepteur, a pouss¢ Curran et Morgan (1987) a formuler 'idée d’un couplage stimulus-
transcription, c’est-a-dire de la transduction des signaux extracellulaires en réponses
géniques a long terme en vue de I’adaptation cellulaire. Apreés stimulation cellulaire,

I’induction rapide de la réponse précoce et la synthése des facteurs de transcription
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agissent comme des “troisiemes messagers”, couplant la surface cellulaire a la régulation

génique responsable du phénotype cellulaire ultime.

Dans le systéeme nerveux, les réponses & long terme des cellules peuvent
contribuer aux phénoménes de différenciation, plasticité et mémoire. L expression de Fos
est associée au passage des cellules de I’état quiescent au stade prolifératif, a I’induction
de la différenciation terminale de cellules, a la sortie du cycle cellulaire et a la croissance

des cellules matures (Kaczmarek et Kaminska, 1989).

La reconnaissance et I’activation transcriptionnelle des séquences AP-1 par les
produits protéiques des familles Fos et Jun apportent une panoplie de spécificités
essentielles pour la régulation des réponses génomiques au niveau des cellules nerveuses
par des facteurs trophiques, les neurotransmetteurs et les changements de conductivité

ionique.

L’induction de la différenciation des cellules PC12 par le NGF (nerve growth
factor) est associée a une augmentation rapide et transitoire de ’expression de c-fos et ¢-
jun (Kruijer ef al., 1985). Le NGF et d’autres facteurs de croissance induisent la protéine
c-Fos avec des modifications post-traductionnelles importantes, alors que Pinduction
médiée par le Ca®" n’est pas accompagnée de telles modifications (Curran et Morgan,
1986). Cependant, les agents dépourvus d’activité¢ de différenciation vis-a-vis des cellules
PC12, comme 'EGF (epidermal growth factor), les phorbols esters et les ions K,
induisent également la transcription de c-fos (Kruijer ef al, 1985), suggérant que
’expression du geéne peut étre nécessaire mais pas suffisante pour [’expression du

phénotype différencié (Doucet ef al., 1990).
En 1989, Bartel ef al. ont montré que si NGF et EGF induisent c-fos, c-jun et jun

B dans les cellules PC12, la dépolarisation membranaire par la nicotine ou par K" activent

I’expression de c-fos et jun B seulement.

67



Le fait que les dimeres Jun-Jun et Fra-1-Jun reconnaissent le site AP-1 (Franza et
al., 1988) suggere que I’action de Fos peut étre compensée par d’autres produits de genes
précoces dans la cellule ou I’expression spécifique de Fos est réduite. L’observation de la
croissance des neurites comme indicateur phénotypique de la différenciation sans
évaluation des événements génotypiques associés est probablement insuffisante pour

exclure le role de Fos dans la différenciation.

L’expression de c-fos a €té associée a la stimulation de seconds messagers et
serait indépendante de la différenciation neuronale. Dans les cultures primaires de cellules
gliales, ’expression de c-fos est associée a I’activation des seconds messagers (Condorelli
et al., 1989). EGF couplé a son récepteur tyrosine-kinase induit la prolifération et la
synthése d’ADN en méme temps que 'induction de c-fos. Par contre, les agonistes des
récepteurs du glutamate, induisent des changements morphologiques qui suggerent la
diftérenciation et stimulent I’expression de c-fos (Didier et al., 1989; Sharp et al, 1990;
Popovici et al., 1990, Gorman ef al., 1995). L’expression de c-fos est donc associée a
I’activation de récepteurs spécifiques (figure 8). Elle est soit indépendante de la
prolifération induite par les agonistes, soit un médiateur de la prolifération et la

différenciation (Condorelli et al., 1993).

Ruppert et Willie (1987) ont démontré qu’une désagrégation mecanique induit
Iexpression de c-fos dans le cerveau de souris. Par contre, la protéine c-Fos serait induite
exclusivement dans les tissus néonatals, et non dans les tissus adultes. Cette inductibilité
dépendante de I’age correspondrait a la phase de différenciation et prolifération cellulaires.
Le taux de méthylation du geéne c-fos chez la souris change considérablement apres la
naissance (Uchara er al, 1989) et ces modifications nucléotidiques pourraient étre
responsables des modifications d’expression de fos en fonction de 1’age dans le cerveau de
sourts.

La présence de taux ¢levés de fos dans le SNC en développement, comme dans
les modeles de prolifération et différenciation cellulaires, montre 'importance de c-fos et
des autres facteurs de transcription dans la régulation des activités de croissance neuronale

(Gubits et al., 1988; Caubert, 1989; Gonzalez Martin et al., 1991).
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5. Autres facteurs de transcription

a) Le facteur de transcription c-Myc

1) La famille Myc

Les trois membres prototypes de la famille myc (c-myc, N-myc et L-myc) codent
pour des protéines d’environ 67 kDa. Le géne c-myc est exprimé dans différents types de
cellules en division et son expression non régulée a été impliquée dans le développement
de tumeurs. Les génes N-myc et L-myc présentent une grande homologie avec c-myc; la
structure et I’organisation de ces genes et leurs transcrits sont identiques. L’expression de
N-myec est restreinte a certaines lignées, la plupart desquelles montrent des caractéristiques
neuronales (Zimmerman ef al., 1986).

L’observation des 3 motifs du coté carboxy-terminal, “Leucine zipper” (LZ),
“helix-loop-helix” (HLH) et la région basique (B), évoque une fonction de liaison
spécifique a ’ADN, ces motifs apparaissant dans de nombreuses protéines ayant cette
capacité. Les motifs LZ et HLH seraient impliqués dans la médiation des interactions entre
les protéines (Halazonetis et Kandil, 1991). Toutefois, leur présence du coté COOH-
terminal implique la fonction d’oligomérisation pour cette région. Prendergast ef al.
(1991) ont montré que c-Myc ne peut pas s’homodimériser et ont suggéré que les
protéines partenaires pourraient exister et former des complexes avec c-Myc pour la

liaison a I’ADN.

Max fait partie des protéines B/HLH/LZ qui forment un complexe de liaison
spécifique a ’ADN avec c-Myc via le motif HLH/LZ. L’hétérodimére c-Myc-Max
reconnait le site de liaison de c-Myc avec une forte affinité et la méthylation du site de
reconnaissance inhibe fortement la liaison a I’ADN. Dans les fibroblastes 3T3, les taux de
Max augmentent fortement sous l’action du sérum, suggérant une régulation par les

produits des genes précoces (Prendergast ef al., 1991). La fonction de transactivation de
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Myc apparait tres dépendante de son hétérodimérisation avec Max et de la liaison de
I’hétérodimeére a la séquence consensus de I’ADN (Prendergast et al., 1991; Blackwood et
al., 1996). Toutefois, les homodimeéres Max-Max régulent I’expression de genes cibles via

des séquences d’ADN spécifiques.

Les protéines Madl, Mad2, Mad3 et Mad4 constituent les autres composantes
dont I’interaction avec Max aurait des effets opposés a I’hétérodimére Myc-Max

(Zimmerman et Alt, 1990).

2) Fonctions cellulaires de Myc

Le proto-oncogeéne c-myc joue un role essentiel dans la régulation de la
croissance et la différenciation cellulaires (Cole, 1986; Meichle ef al., 1992). La présence
de la protéine c-Myc dans le noyau (Hann er al., 1983) suggere qu’elle pourrait opérer
dans la régulation génique ou le controle du cycle cellulaire. En effet, les études sur les
fonctions de c-myc ont suggéré des roles possibles dans la régulation de 1’expression
génique au niveau transcriptionnel et post-transcriptionnel et aussi dans la réplication de
I’ADN (Lischer et Eisenman, 1990). La surexpression de c¢c-myc dans les cellules en
culture et les souris transgéniques peut entrainer la dérégulation de la croissance et
empécher la différenciation cellulaire (Kato et Dang, 1992). Zimmermann ef al. (1986) ont
suggéré que comme pour c-myc l’expression différentielle des geénes N-myc et L.-myc

aurait un role dans le développement et la différenciation des cellules de mammifeéres.

Le role régulateur de Myc vient de son profil biochimique et de ses activités
biologiques. En particulier, Myc fonctionne en partie comme un facteur de transcription a
séquence spécifique et peut stimuler la transcription des genes possédant la séquence
consensus (GACCACGTGGIC), site de liaison de la protéine (Halazonetis et Kandil,
1991). Les genes candidats régulés par Myc sont impliqués dans la synthése de I’ADN
(Luscher et Eisenman, 1990) et la régulation du cycle cellulaire (Meichle et al., 1992;
Evan et Littelewood, 1993), supportant 1’idée que c-Myc régulerait la transcription d’un

certain nombre de genes avec pour conséquence des altérations de la croissance et la
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différenciation cellulaire (Dang, 1991). En effet, le site de liaison de Myc est présent dans
les régions de régulation des geénes participant a la croissance cellulaire (Halazonetis et
Kandil, 1991). Penn et al. (1990) ont montré qu’in vivo, en plus de son role dans la
régulation de la transcription cellulaire, c-myc régulerait sa propre expression par un
mécanisme de feed-back négatif, 'introduction des génes myc activé ou v-myc dans
différentes cellules ayant pour effet de supprimer [I’expression endogéne de c-myc.
Toutefois, ce mécanisme d’autorégulation ne dépend pas seulement de la protéine Myc

mais nécessite des facteurs de transactivation précédemment cités.

En effet, Chin ef al. (1995) ont montré que I’inhibition de Myc et I’accumulation
de Mad pourraient étre nécessaires pour la progression des cellules précurseurs vers un
état différencié et I’arrét de la croissance. La relation entre Myc et Mad dans les tissus
humains et de souris a montré que ces deux protéines exercent des effets opposés sur les
voies génétiques centrales concernant la transition d’un état de prolifération immature a un
état différenci€. Les hétérodimeres formés entre Max et Mad peuvent inhiber I’expression
des cibles régulées par Myc via leur capacité d’occuper par compétition la séquence
consensus CACGTG et de réprimer activement ces cibles. Le concept que Mad peut
fonctionner comme inhibiteur de [’activité de Myc est supporté par les observations
biologiques que la surexpression du géne mad humain peut supprimer Pactivité¢ de
transformation de c-myc dans les cellules en culture et bloquer la transition de la phase G1

a la phase S dans le cycle cellulaire (Chen ez al., 1995).

Au cours du développement, I’augmentation des taux d’ARNm de mad (Larsson
el al., 1994) et la transition des complexes associés a Max, du dimeére Myc-Max a Mad-
Max (Ayer et Eisenman, 1993) accompagnent la différenciation des lignées myéloides
humaines in vifro. Spécifiquement, cette idée a ¢té supportée d’une part par la capacite de
Myc et Mad a s’associer a Max et se lier a des séquences cibles communes et, d’autres
part, a la capacité de Mad a supprimer la transactivation exercée par Myc (Ayer ef al.,

1993; Chen et al., 1995).

71



Par ailleurs, Sakamuro et al. (1996) ont identifié une protéine qui interagit avec
Myc et posséde des propriétés inhibitrices sur la croissance. Cette protéine, BIN1 (Box-
dependent Myc-INteracting protein 1), suggére de nouvelles connexions entre Myc et le
controle de la croissance, et pourrait apporter un lien entre Myc et la transcription. En
effet, BIN1 interagit avec la région E-box située du coté N-terminal de la protéine Myc.
BIN1 est structurellement liée @ RVS167, un inhibiteur du cycle cellulaire chez les
champignons. Comme Mad, BIN1 inhiberait les transformations cellulaires induites par

Myec.

3) Myc et mort cellulaire

Lorsque son expression est coordonnée avec d’autres signaux de prolifération, c-
myc a un role de régulateur positif de la progression du cycle cellulaire. En I’absence de
ces signaux, il serait un facteur péjoratif pour la survie des cellules (Askew er al., 1991,
Kato et Dang, 1992; Meichle ef al., 1992; Evan ef al, 1992). Les bases moléculaires de
ces effets biologiques divergents restent toutefois hypothétiques. La protéine c-Myc
induirait ’apoptose via la phosphoprotéine p53 qui serait responsable de [’arrét prématuré
du cycle en phase G1. Au repos, les fibroblastes de souris exprimant le géne sauvage p53
entrent & nouveau dans le cycle cellulaire puis en apoptose. Les cellules mutantes pour
p53, par contre, entrent dans le cycle cellulaire mais ne subissent pas 1’apoptose
(Hermeking et Eick, 1994). Cependant, il a été rapporté que Myc induirait I’apoptose des
cellules épithéliales via un mécanisme indépendant de pS53 (Sakamuro et al., 1995). Par
ailleurs, Bcl-2 inhiberait I’apoptose médiée par c-myc et p53 dans les fibroblastes de rat et
les cellules lymphoides (Fanidi ef al, 1992; Strasser ef al, 1994). La surexpression de
Bcl-2 impliquerait une réduction de prolifération avec inhibition du cycle au point de

transition entre GO/G1 et S (Levine, 1997).
11 a été rapporté que I’inhibition de c-myc empéche la progression des cellules

vers la phase S et entraine ’arrét du cycle cellulaire (Heikkila ef al, 1987). Aussi, le

blocage de 'expression de c-Myc par des oligonucléotides antisens dans les cellules T
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empécherait ’apoptose (Shi ef al., 1992) et il a été montré que la protéine c-Myc induit

I’apoptose dans les fibroblastes (Evan ez al, 1992).

Enfin, alors que Buttyan ef al. (1988) ont suggéré que de c-Myc interviendrait
dans la cascade impliquée dans la mort cellulaire par apoptose dans la prostate de rat et
que son activation serait induite par c-Fos, Rosenbaum ef al. (1994) ont montré que
I’antisens de c-myc n’a pas d’effet sur I’apoptose induite par I’hypoxie dans les neurones

en culture de ganglions cervicaux supérieurs de rats nouveau-nés.

b) Les protéines a doigt de zinc

En dehors des genes fos, jun et myc, d’autres genes précoces sont transitoirement

activés dans les cellules stimulées par les facteurs de croissance ou le s€érum.

Egr-1/Zif 268 (homologue de krox-24) et Egr-2 (krox-20) codent pour des
protéines nucléaires avec des domaines de liaison a I’ADN en doigt de zinc ressemblant &
ceux du facteur de transcription Spl. Egr-1 peut inhiber certains promoteurs par
compétition avec Spl pour la liaison au motif de liaison. Leur conformation est assurée
par la coordination du cation Zn>" qui permet une interaction avec le sillon de I’ADN et ce
sont les cystéines qui donnent naissance a des ponts disulfures inter- ou intramoléculaires
essentiels pour la conformation tridimensionnelle de la protéine. La protéine Sp-1 contient
trois “doigts de zinc” dont ’activité transcriptionnelle est perturbée par le stress oxydant

in vivo (Wu ef al., 1996).



B. FACTEURS DE TRANSCRIPTION DANS L’HYPOXIE/ISCHEMIE

1. Facteurs de transcription fos et jun

Les études menées sur I’expression des facteurs de transcription inductibles apres
hypoxie-ischémie sont nombreuses et fournissent des résultats contradictoires selon les

modeles utilisés.

Plusieurs auteurs (Onodera et al., 1989; Nowak ef al., 1990, Wessel ef al., 1991,
Blumenfeld ef al., 1992; Gass ef al., 1992; Dragunow ef al., 1993; Gubits ef al., 1993;
Honkaniemi ef al., 1995) ont rapporté que I’hypoxie-ischémie induit dans le cerveau du rat
et de la gerbille adultes, I’expression des ARNm et des protéines de c-fos et c-jun. Une
hypoxie seule est également responsable d’une induction sélective des genes précoces
(Prabhakar ef al, 1995). Des rats adultes soumis & une ischémie transitoire globale
montrent une induction des ARNm de fos dans le cortex cérébral aprés 30 minutes de
reperfusion (Onodera ef al., 1989). Une étude similaire (Jorgenson ef al., 1989) montre
une augmentation des ARNm de fos dans le gyrus denté et dans l'aire CAl de
I’hippocampe a 24 et 72 heures apres l'initiation de la reperfusion. Ces résultats sont
corrélés avec ’accumulation du Ca®" dans I'aire CAl aprés ischémie (Dienel, 1984),
suggérant que [’accumulation du cation est impliquée dans I’induction de fos (figure 8).
Par ailleurs, Dragunow et Robertson (1988) ont montré que les cellules gliales de la zone
péri-ischémique expriment c-Fos entre 12 et 24 heures aprés ischémie, paraliclement a

I’expression de c-fos observée dans les cellules neuronales du cortex lés€.

An et al. (1993) ont montré qu’aprés une ischémie focale de 30 minutes les
ARNm de c-fos et jun ‘B sont induits fortement, alors que ceux de c-jun étaient faiblement
activés dans le cerveau de rat adulte. En revanche, I’étude menée par Wessel ef al. (1991)
a montré qu’apres un épisode ischémique de 20 minutes, les ARNm de c-fos et ceux de c-

jun augmentent de la méme manicre.
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D’autres travaux ont rapporté soit une faible induction de c-Fos apres ischémie
(Popovici et al., 1990), soit une induction dans les régions en bordure de la zone
ischémiée (Uemura ef al., 1991), soit encore dans les neurones résistants a 1’agression

(Uemura ef al., 1991).

En fait, c-Fos pourrait jouer un role dans la propagation de ’agression ou la

récupération du cerveau aprés hypoxie/ischémie (Kiessling et Gass, 1994).

Dans un modele d’ischémie unilatérale couplée a une hypoxie chez le rat de 21
jours ou une carotide est ligaturée et I’animal exposé¢ a un environnement hypoxique
pendant 90 minutes (Gunn ¢t al, 1990), une induction de c-Fos a €té observée dans les
neurones destinés a survivre, mais a aucun moment dans ceux destinés a mourir. Ceci
refléterait une suppression de I’expression basale de c-Fos et des Fras dans les régions
endommagées du cerveau deés 2 h aprés [’agression. Dans ce type de modele, les
dommages neuronaux sont souvent confinés a une partie du cerveau (le coté ligaturé),

P’autre coté étant utilisé comme un témoin.

Kiessling e al. (1993) ont montré qu’une ischémie globale transitoire chez la
gerbille induit les ARNm des facteurs de transcription inductibles dans les neurones
hippocampaux destinés a mourir, mais pas les protéines correspondantes. En revanche, les
ARNm et les protéines semblent induites dans les neurones capables de survivre. De tels
résultats confortent les études montrant une diminution généralisée de la synthése
protéique apres hypoxie-ischémie (Yanagihara, 1978) et suggerent que ’expression des
protéines des facteurs de transcription fos et jun pourrait prédire la survie cellulaire aprés

un ¢épisode hypoxique-ischémique.

Certaines équipes (Smeyne ef al., 1993; Dragunow ef al., 1994) ont montré une
corrélation entre I'expression prolongée de c-fos et la vulnérabilité sélective de certains
neurones. Pour d’autres, au contraire, l'expression du geéne c-fos semble associée a la

survie des neurones apres ischémie focale (Uemura ef al, 1991; Kinouchi ef al., 1994).
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Combs et al. (1992) viennent conforter cette derniere hypothése en montrant que
I’hyperglycémie qui aggrave la souffrance cérébrale engendrée par 'ischémie supprime

I’expression de ’ARNm de c-fos apres ischémie.

Cette variation dans les résultats serait certainement liée a la diversité¢ des
modeles utilisés par les différentes équipes. En effet, il semblerait que les résultats refletent

des différences selon la sévérité du choc ischémique.

En faisant varier la durée de I’hypoxie-ischémie, Dragunow ef al. (1994) ont pu
mettre en évidence soit une mort neuronale retardée soit une nécrose. Les auteurs ont
associé la mort neuronale retardée a I’induction de ’expression de ¢c-Fos, Fos B, Fras, c-
Jun, Jun B et Jun D. C-Jun, et dans une moindre mesure c-Fos, ont révél¢ une expression
prolongée dans les neurones destinés a subir une mort retardée et non nécrotique,
suggérant que ces protéines pourraient €tre impliquées dans la cascade biochimique
causant la mort neuronale retardée. Le facteur de transcription Krox-24 (Egr-1/Zif 268)
qui présente une expression basale importante, est inhibé dans les neurones de
I’hippocampe au moment ou la protéine c-Jun est induite au maximum (Dragunow ef al.,

1994).

Ausserer et al. (1994) ont rapporté que le stress hypoxique associ€¢ a une baisse
de I’apport en glucose induit c-Jun et cette induction serait bloquée par le précurseur du
glutathion, suggérant que c-Jun pourrait contribuer aux dommages induits par le stress

oxydatif et agirait comme un géne de réponse au stress.
In vivo, I’expression prolongée de c-jun et probablement celle de c-fos et fos B

ont ét¢ impliquées dans la mort neuronale retardée qui survient aprés une agression

ischémique (Onodera ef al., 1989; Jorgenson ef al., 1989).
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2. Autres facteurs de transcription

L’expression des protéines en doigt de zinc Krox 20 et Krox 24 varie en fonction
du degré de sévérité des agressions hypoxiques-ischémiques. Dans un mode¢le d’ischémie
unilatérale associée a 15 minutes d’hypoxie, Krox 24 est fortement exprimée apres
’agression, puis subit une longue répression dans les régions cérébrales ou la perte
neuronale est importante, contrairement a Krox 20 dont ’expression ne varie pas. Dans le
cas d’une ischémie associ€e a une hypoxie plus longue (60 minutes) ou la perte neuronale
est rapide et de type nécrotique, on note I’expression des deux protéines dans les neurones
du coté non ligaturé (Dragunow ef al., 1994). La suppression de ’expression basale de
Krox 24 pourrait refléter les dommages neuronaux rapides et I’inhibition de la synthése
protéique survenant apres ischémie, suggérant que les genes précoces ne seraient pas
impliqués dans le processus nécrotique. Toutefois, dans les neurones destinés a mourir par
apoptose, Krox 24 ne jouerait aucun role contrairement a c-Jun qui est fortement

exprimee.

In vivo, pS3 est aussi impliqué dans la mort cellulaire programmée d’origine
hypoxique-ischémique. Crumrine ef al. (1994) ont montré qu’apres occlusion de "artere
cérébrale moyenne, les souris transgéniques hétérozygotes pour le geéne nul p53 ou
homozygotes pour ce géne ne subissent pas de dommages liés a I’ischémie. De tels
dommages sont habituellement observés dans les zones sensibles telles que I’hippocampe,
le cortex et le striatum ou I’expression de la protéine p53 a été rapportée (Li ef al., 1994).
En fait, expression modérée de la protéine serait davantage bénéfique que son absence
totale, probablement en raison de la régulation qu’exerce p53 sur des génes tels que ceux
codant pour les protéines de stress (HSP). Le volume de Pinfarctus est également réduit
aprés une ischémie corticale permanente chez la souris dont les neurones surexpriment
Bel-2. Leffet protecteur de Bcl-2 semble prédominer aux alentours de la zone nécrosée,
suggérant que la mort cellulaire programmée d’origine hypoxique-ischémique

interviendrait essentiellement dans la zone péri-lésionnelle (Martinou et al., 1994).
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C. VOIE DES KINASES JNK DANS LA MORT CELLULAIRE

Les études de la superfamille des MAPK (mitogen-activated protein kinases) ont
permis de comprendre les événements de signalisation cellulaire permettant de transmettre
les informations a partir de récepteurs vers le noyau (Xia et al., 1996). Chez les vertébrés,
les trois voies des MAPK les mieux caractérisées constituent un élément de signalisation
multifonctionnel qui agit d’une maniére séquentielle, ou chaque enzyme phosphoryle et par
la active le membre suivant de la séquence pour finalement atteindre les complexes
Fos/Jun-AP1 et d’autres facteurs de transcription. Ces trois voies sont: ERK
(extracellular signal-regulated protein kinases), JNK/SAPK (c-Jun N-terminal
kinases/stress-activated protein kinases) et p38 MAPK (figure 9).

La balance et les relations entre les trois cascades jouent un role important dans la
transduction du signal dans les cellules eucaryotes. L’activation des ERK est généralement
impliquée dans la survie cellulaire, celle des INK/SAPK et p38 serait plutot impliquée dans
les réponses a différents stress. En effet, ’activation de ERK par une autre kinase, la
MEK1 (MAPK/ERK kinase), entraine la transformation des cellules de mammiféres
(Mansour ef al., 1994), alors que ’activation de JNK et p38 par les phosphorylations
successives de MEKK1 (MAPK/ERK kinase kinase 1) et de MEK7 entraine 1’apoptose
(Xia et al.,, 1995; Johnson ef al., 1996).

A Theure actuelle, dix isoformes pour JNK ont ét¢ identifiées dans le cerveau
humain, résultat de I'épissage alternatif des trois geénes JNK1, JNK2 et JNK3 dont les
produits protéiques ont pour cible la phosphorylation des facteurs de transcription comme
les membres de la famille Jun, ATF, Elkl ou Sap! (Dérijard ef al, 1994; Gupta et al.,
1996, Janknecht et Hunter, 1997, Zhang et Miller, 1997). L'activation de JNK nécessite la
phosphorylation au niveau de 2 résidus, Thr-183 et Tyr-185, par les MEK4,7 qui elles-
mémes sont phosphorylées et activées par les MEKK1-3. La figure 9 résume la cascade

des phosphorylations entrainant 'activation des facteurs de transcription.
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Figure 9 : Mécanisme de transduction du signal impliquant les MAPK et assurant le
couplage avec des facteurs de transcription. Modifiée d'aprés Bhat (1995) et Hunter
(1997).

JNK: c-Jun N-terminal kinase; SAPK: stress-activated protein kinases; ERK: extracellular signal regulated
kinases; MEK: MAPK/ERK kinase; MEKK: MAPK/ERK kinase kinase; TCF: ternary complex factor;
SRF: serum-responsive factor; ATF: activated transcription factor; AP-1: activated protein-1.



La cascade JNK peut étre induite par des facteurs multigéniques comme les
facteurs de croissance, l'oncogeéne Ras et les phorbols esters. L'activité JNK est aussi
induite par des stimuli comme la lumiére U.V , les inhibiteurs de la synthese protéique, les
cytokines pro-inflammatoires, le choc thermique ou encore le glutamate (Sluss ef al,
1994; Cano ef al, 1995; Adler et al., 1995; Chen et al., 1996; Xia et al., 1996; Flood ef
al,, 1997; Hu et al, 1997; Schwarzschild ef al., 1997). La durée de l'activation des JNK
semble avoir une grande importance quant a la voie a empreinter par la cellule, I'induction
de JNK par les radiations UV ou y est transitoire pendant la prolifération et persistante

pendant ’apoptose (Chen ef al., 1996a,b).

L’apoptose d’une partie des neurones sympathiques primaires de rat privés de
support trophique est associée a une activation de JNK et consécutivement a la
phosphorylation de c-Jun (Virdee et al., 1997). De plus, les souris déficientes en JNK3
sont protégées de I’apoptose induite par les acides aminés excitateurs dans 1’hippocampe,
I’activité transcriptionnelle du facteur AP-1 dans les souris mutantes étant réduite (Yang et
al., 1997). La protéine p53 serait un substrat de JNK1 et JNK3 (Hu ef al. 1997). Hirata et
al. (1997) ont rapporté qu’une activation de la voie JNK, avec la phosphorylation de c-
Jun, de MKK4 (JNK kinase) et d’autres protéines, se produit lors de ’apoptose induite
par le manganése dans les cellules PC12. De plus, l'exposition des cellules de Purkinje
immatures au céramide, produit de la sphingomyelinase, induit la phosphorylation des
JNK/SAPK (Furuya et Hirabayashi, 1997); le céramide étant un inducteur d'apoptose de

populations neuronales (Brugg ef al., 1996).

En bref, il y a implication générale de JNK dans les réponses a différents stress.
Néanmoins, dans certains neurones soumis & une privation en facteur trophique, la
suppression de ’activité JNK et la déphosphorylation de c-Jun par addition d’un facteur
de survie pourraient étre insuffisantes pour les secourir (Virdee ef al.,, 1997). De plus, la
protection par la surexpression de Bcl-2 entrainant la survie des cellules de la lignée PC12
est associée a I’activation de JNK. D’autres facteurs de survie tels que [’actinomycine D

protégeraient les neurones sans affecter JNK (Park et al., 1996).
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Par ailleurs, a démonstration de I’activation des MAPK en général, et des JNK
en particulier, apres ischémie-hypoxie, a été faite surtout sur des organes comme le cceur,
le foie ou les reins (Bendinelli ef al, 1996; Knight et Buxton, 1996; Yin ef al, 1997,
Mizukami ef al., 1997). In vitro, 1l a été montré que I’hypoxie et I’hypoxie/réoxygénation
induisent la transcription des facteurs de transcription via les MAP kinases et les SAP
kinases, dans des cultures de myocytes de rat ou des lignées cellulaires (Muller ef al.,
1997; Seko et al., 1997). Par contre, peu d’équipes se sont intéressés a la cascade des
MAP kinases apres hypoxie et/ou ischémie cérébrale. Néanmoins, Ferrer ef al. (1997) ont
montré une augmentation de I’expression de c-Jun dans les aires sensibles de I’hippocampe
chez la gerbille adulte soumise a une ischémie cérébrale transitoire, laquelle augmentation

est associée a une activation de JNK1.
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La période périnatale est une période particuliecre au cours de laquelle de
nombreuses situations pathologiques sont susceptibles d’étre a l'origine d’épisodes
d’hypoxie, principale cause de souffrance cérébrale chez 1’enfant. L'encéphalopathie
hypoxique/ischémique est caractérisée par une cascade d’événements métaboliques,
hémodynamiques et cellulaires avec des répercussions immédiates sur le cerveau en
développement et pouvant étre a l'origine de séquelles neurologiques ultérieures (Gray et
al., 1993). Le risque d’accident hypoxique/ischémique cérébral concernerait 3 a 7% des
nouveau-nés a terme, tandis que plus de 40% des grands prématurés présentent des lésions

post-anoxiques hémorragiques et leucomalaciques plus ou moins séveres.

Les mécanismes impliqués dans la dégénérescence neuronale d'origine
hypoxique/ischémique feraient intervenir une surcharge cellulaire en Ca®* avec épuisement
progressif des réserves énergétiques et suractivation des récepteurs glutamatergiques,
causée par I'accumulation des acides aminés excitateurs, notamment le glutamate. En effet,
en dehors de sa fonction de neurotransmetteur excitateur dans le systéme nerveux central,
le glutamate a été impliqué dans des désordres excitotoxiques et peut participer aux
perturbations cellulaires associées a de nombreuses pathologies dégénératives, y compris
dans le cerveau en développement (Lipton et Rosenberg, 1994). Une activation
glutamatergique soutenue augmenterait la concentration en calcium et provoquerait la
suractivation des systémes enzymatiques et la production de radicaux libres aux effets
déléteres (Rothman, 1983, 1984; Choi et Rothman, 1990; Buchan ef al., 1991). Enfin, la
période faisant suite a la réoxygénation cérébrale est déterminante pour le devenir des
cellules nerveuses transitoirement privées d’oxygene. Toutefois, les connaissances sur le
réle du glutamate dans les désordres engendrés par I'hypoxie seule restent limitées, (Schurr
et Rigor, 1992; Haddad et Jiang, 1993). Les mécanismes associés aux dommages
neuronaux d'origine hypoxique pourraient étre différents de ceux associés a l'ischémie
(Taniguchi ef al, 1994). De plus, un certain nombre de données récentes tendent a

remettre en cause I'hypothése excitotoxique (Hossmann, 1994).
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Certes, les travaux réalis€és in vivo ont fourni des résultats précieux mais
n'apparaissent pas toujours adaptés a l'étude des mécanismes cellulaires impliqués dans la
pathologie hypoxique, ceci en raison de la diversité phénotypique du cerveau et de sa
complexité. De ce fait, l'utilisation de cultures cellulaires semble une approche mieux

adaptée & I’analyse des réponses neuronales a I'agression hypoxique.

Nous disposons au laboratoire  d'un  modele  reproductible
d'hypoxie/réoxygénation in vitro utilisant des cultures primaires de neurones cérébraux.
Aprés 6 jours in vilro, les neurones soumis a une hypoxie transitoire de 6 h développent
un processus de mort cellulaire programmeée de type apoptotique qui s’instaure dans les 3
jours suivant la réoxygénation (Bossenmeyer ef al, 1998). Etant donné que dans ce
modéle, les neurones expriment les différents sous-types de récepteurs pour le glutamate
présentant des propriétés fonctionnelles (Qillet ef al., 1995), nous avons analysé les effets
de I'hypoxie et tenté d’appréhender la participation des événements excitotoxiques dans les
conséquences de- cette agression. Pour ce faire, nous avons comparé les effets d'une
exposition au glutamate a ceux induits par une hypoxie sur des neurones primaires apres 6

jours de culture.

Par ailleurs, il a été montré chez plusieurs espeéces que les animaux trés jeunes
sont plus résistants que les adultes & une privation en oxygene (Towfighi ef al, 1991,
Friedman et Haddad, 1993). Cependant, les mécanismes qui contribuent a la résistance du
cerveau immature restent hypothétiques (Schurr et Rigor, 1987; Bickler ef al, 1993;
Towfighi ef al., 1995; Volpe, 1995). Certains travaux ont montré que les effets du
glutamate sur les neurones sont dépendants du stade développemental (Frandsen et
Schousboe, 1990). Afin d’évaluer linfluence du niveau de maturation cérébrale sur la
participation de l'excitotoxicité dans les dommages hypoxiques, la réponse a l'application
du glutamate et d’agonistes sélectifs des différents sous-types de récepteurs (NMDA,
AMPA, kainate et frans-ACPD) a été analysée puis comparée a celle engendrée par un
épisode hypoxique sur les neurones utilisés a deux stades maturationnels différents, a

savoir apres 6 et 13 jours de culture en conditions définies.
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Tandis que la viabilité cellulaire a été mesurée, la souffrance neuronale a été
évaluée par la libération de LDH. Les variations du métabolisme énergétique ont été
analysées par le prélevement du 2-désoxyglucose et les modifications des taux de synthese
protéique ont été étudiées par lincorporation de leucine radioactive. Enfin, l'apoptose et la
nécrose ont été analysées par l'incorporation nucléaire d’un fluorochrome, le diamidino

phenylindole (DAPT).

Comme nous l'avons mentionné précédemment, I’hypoxie/réoxygénation est a
lorigine d’une mort neuronale retardée telle qu’elle a été¢ rapportée in vivo dans les
structures vulnérables du cerveau (Linnik ef al., 1993; Rosenbaum ef al., 1994; Beilharz ef
al., 1995). Dans la séquence des événements faisant suite a une agression hypoxique,
’augmentation de la concentration intracellulaire en calcium va participer a I'induction de
génes qui, selon le cas, peuvent étre impliqués dans la régulation du cycle cellulaire,
agissent comme facteurs de transcription ou influencent ’activité des protéases (Gubits ef
al., 1993; Ostwald et al., 1993; Munell ef al., 1994; Dragunow et al., 1994). L’épisode
hypoxique puis la réoxygénation instaurent une séquence d’altérations, a la fois précoces
et tardives, de I’expression de genes et protéines spécifiques, effecteurs ou répresseurs des
processus apoptotiques, qui vont conditionner le devenir des cellules nerveuses (Siesjo,

1981; Schurr et Rigor, 1992; Johnston, 1993).

Dans le but d’étudier les mécanismes moléculaires impliqués dans les altérations
cérébrales engendrées par ’hypoxie/réoxygénation chez le sujet en développement et dans
un travail global de décryptage de cette séquence dans notre modele, nous avons, pour
notre part, cherché a établir la séquence précise des modifications d’expression des
protéines dont linteraction avec des séquences d'ADN influencerait la transcription

génétique.
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A cet égard, le facteur de transcription AP-1 (activated-protein 1) est l'un des
plus étudiés. Il se présente sous forme d'homo- ou d'hétérodimeres qui, dans le noyau, se
lient a des motifs spécifiques au niveau de 'ADN de génes cibles. En réponse a une
agression de type hypoxique/ischémique, nombre d'informations sur l'induction des genes
formant ce facteur sont disponibles mais souvent contradictoires et les différentes
combinaisons entre protéines appartenant aux familles Fos et Jun pour former les dimeres
seraient déterminantes pour les effets sur la transcription et la réponse cellulaire a long

terme.

Pour s'assurer de la présence d'un complexe AP-1 fonctionnel dans notre mode¢le,
nous avons analysé l'activité de liaison & ' ADN du facteur AP-1 dans les extraits nucléaires

par la technique du gel-retard.

Par ailleurs, les facteurs de transcription sont régulés par des kinases appartenant
a la superfamille des MAPK (mitogen-activated protein kinases). Dans ce contexte, la voie
des JNK (c-Jun N-terminal kinases), qui augmente l'activité d’AP-1 en phosphorylant c-
Jun, serait d'une grande importance en contribuant a transmettre l'information dans un
processus de mort neuronale retardée (Dérjard ef al, 1994; Chen el al, 1996a,b).
Néanmoins, aucune donnée sur la participation des JNK n'a été rapportée dans des

neurones soumis a l'hypoxie.

Aussi, I'é¢tude de l'expression des protéines susceptibles de former le complexe
AP-1 (c-Fos, Fras, c-Jun, Jun B et Jun D) couplée a celle de INK1 et JNK3 devrait nous
permettre d'appréhender les altérations dynamiques de ce facteur de transcription dans les
conditions définies par notre modele et de les associer & la mort neuronale retardée

d'origine hypoxique.

L'expression des différentes protéines €tudides a été analysée a [’aide de

techniques immunohistochimiques et par Western blotting,
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SECTION EXPERIMENTALE
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METHODOLOGIES
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I. ANIMAUX

Toutes les expérimentations ont été réalisées avec des rats de souche Sprague-
Dawley provenant du centre d’élevage R. Janvier (Le Genest-St-Isle, France). Les
animaux ont ¢t€¢ maintenus dans une animalerie pendant plusieurs jours avant toute
expérimentation de maniére a éliminer les interférences dues au stress et aux conditions du
transport. Cette salle est maintenue & une température de 22-23°C et soumise & un cycle
lumiere/obscurité de 12 h dans des conditions standards. La nourriture et I’eau de boisson

sont délivrées ad libitum.

Les expérimentations ont été réalisées selon les recommandations décrites dans le

“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” (NIH, Bethesda, MD, 1985).

Apres 1dentification de la phase du cycle oestral des rates par histologie de
prélévements vaginaux (coloration au Giemsa), des femelles en prooestrus ont €té mises
en accouplement'pendant 24 h. Ensuite, elles ont été isolées jusqu’au 14 jour de

gestation.

II. SUPPORTS ET PRODUITS POUR LA CULTURE

CELLULAIRE

Les boites pour culture utilisées dans notre modele, d’un diamétre de 35 mm et
d’une hauteur de 10 mm, sont fournies par Falcon (Becton-Dickinson, Royaume-Uni).

Tous les produits utilisés pour les cultures primaires de neurones centraux et leur
provenance sont regroupés dans le tableau 1.

La composition des différents milieux de culture est exposée dans le tableau 2.
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Produits Fournisseurs
Support pour culture Poly-L-lysine Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Prélévement d’embryons Halothane Belamont, Paris, France
Milieux de culture DMEM ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA,USA

DMEM-Ham’s F12
Sérum de veau foetal
Additifs L-Glutamine
Glucose
Bicarbonate de sodium
Transferrine humaine
Insuline bovine
Putrescine
17-B-oestradiol
Sélénite de sodium

Progestérone

Pénicilline-Streptomycine

ICN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, USA
Gibco-Brl, Inchinnan, Scotland
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA
Sigma Chemicals, St louis, MO, USA

Gibco-Brl, Inchinnan, Scotland

 DMEM : Dulbecco-modified Eagle’s medium

Tableau 1 : Produits utilisés pour la culture de neurones.



Milieu de base Milieu enrichi en sérum Milieu enrichi en hormones
(SATO)

- mélange DMEM :Ham’s F12 sans | - milieu de base - milieu de base
glutamine (50 :50) 11,82 g/l
- glucose 5 ¢/l - sérum de veau foetal 5% |- transferrine 0,1 g/l
- bicarbonate de sodium 1,9 g/l - insuline bovine 5 mM
- glutamine 0,2 g/l - putrescine 100 uM
- pénicilline 25 mg/l - sélénite de sodium 30 nM
- streptomycine 25 mg/l - 17-B-oestradiol 1 pM
-pH 7,4 - progestérone 10 nM

Tableau 2 : Composition des différents milieux de culture.



III. CULTURES PRIMAIRES DE NEURONES CENTRAUX

La veille du jour de la mise en culture, 60 & 80 boites de Pétri pour culture de
tissus ont été remplies de 2 ml d’une solution aqueuse extemporanée et stérile de poly-L-
lysine (10 pg/ml) puis placées dans un incubateur a 37°C alimenté par un mélange 95% air
et 5% CO, en atmosphére humide saturée en eau. La poly-L-lysine a le pouvoir de former,
au cours des heures qui suivent, un réseau de polymere homogeéne auquel les cellules
neuronales dissociées adhérent tout au long de la culture et forme une monocouche (Yavin

et Yavin, 1974).

Le lendemain, jour de la culture, la solution de poly-L-lysine a été éliminée. Les
boites ont été rincées par 2 ml de milieu de base (tableau 2) et finalement replacées dans

’incubateur avec 2 ml de milieu de base enrichi de sérum de veau foetal 5% (SVF 5%).

A. MISE EN CULTURE DES NEURONES

Le modéle de culture utilisé a été mis au point au laboratoire (Daval ef al., 1988,
1991) et toute I’expérimentation a été réalis€e dans des conditions stériles, sous hotte a
flux laminaire et avec du matériel a usage unique. Le protocole de mise en culture est

résumé dans la figure 10.

Au 14°™ jour de gestation, la rate a été anesthésiée & I’halothane, son abdomen
incisé, et I’utérus gravide prélevé. Aprés libération de leur placenta, les embryons ont été
placés dans du milieu enrichi en SVF 5%. Pour chaque embryon, la partie supérieure de
’encéphale a été sectionnée puis les méninges et les microvaisseaux sanguins ont €té
¢liminés. Les tissus correspondant au cerveau antérieur ont été alors récupérés dans un
tube conique (Falcon) contenant 10 ml de milieu enrichi en SVF 5% et conservé & 37°C.
Les amas cellulaires ont été dissociés mécaniquement & la seringue. La suspension
cellulaire obtenue a été centrifugée pendant 10 mn & 1250 rpm. Le surnageant obtenu a été

remplacé par 10 ml de milieu enrichi en SVF 5% et une seconde homogénéisation a été
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14éme jour de gestation

Prélévement des embryons
Dissection du cerveau antérieur
Elimination des méninges et

des microvaisseaux

Homogénéisation

DMEM-Ham'’s F12
+ SVF 5%

Mise en culture des neurones

centrifugation
1250 rpm, 10 mn

Homogeénéisation du culot

sur un substrat de poly-L-lysine E et filtration sur tamis
DMEM-Ham'’s F12 DMEM-Ham’s F12
+ SVF 5% + SVE 5%
.. SATO
J1 Changement du milieu + EGF + FGF
J4 Changement du milieu SATO
J6 Changement du milieu SATO

— T

Cultures de neurones
de 6 jours

J9

Changement du milieu SATO

J13

l

Cultures de neurones
de 13 jours

Figure 10 : Protocole de culture de neurones primaires de cerveau antérieur de rat.



effectuée. Afin d’éliminer les amas résiduels, la suspension cellulaire a été filtrée sur un

tamis de nylon stérile (46 pm).

Une fois la suspension cellulaire homogeéne, la densité des cellules a été estimée a
I’aide d’un hémocytométre et ajustée a 10° cellules/ml. Les boites ont été ensemencées a

raison de 10° cellules par boite et placées en conditions standard dans I’incubateur.

Vingt quatre heures aprés I’ensemencement, le milieu de culture a été remplacé
par un milieu enrichi en hormones (tableau 2) (Bottenstein et Sato, 1979; Aizenman ef
al., 1986) et contenant des facteurs de croissance, fibroblast growth factor (FGF, 2 ng/ml)
et epidermal growth factor (EGF, 10 ng/ml) (Sigma Chemicals, St louis, MO, USA). Au
4™ jour de culture, le milieu a été renouvelé, cette fois sans addition de facteurs de
croissance, et maintenu jusqu’au 6 jour pour les cultures utilisées & ce stade. En
revanche, pour les cultures utilisées a 13 jours, le milieu a été changé par du milieu
DMEM enrichi en hormones au 9°™ jour de culture. Les cultures ont été ainsi maintenues

jusqu’au 13°™ jour in vitro.

B. CARACTERISATION DES NEURONES

L’attachement, le développement, la densité et la morphologie des cellules en
culture ont été réguliérement suivis par observation en microscopie a contraste de phase

(Nikon, modéle Diaphot TMD).

Le pourcentage de cellules viables a été déterminé par la méthode d’exclusion au

Bleu Trypan.

Pour évaluer la pureté des neurones, ’analyse immunohistochimique de la NSE
(énolase spécifique des neurones) et de la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) a été

réalisée a ’aide d’anticorps spécifiques (Borg ef al., 1985).
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IV. EXPOSITION A ’HYPOXIE

Aprés 6 ou 13 jours de croissance in vitro, I’apport en oxygeéne aux cellules a été
interrompu en transférant les boites de culture dans une enceinte humidifice,
thermorégulée et alimentée par un mélange gazeux constitué de 95% N, et 5% CO,.
L’hypoxie a été réalisée pendant 1 h ou 6 h. Sur une méme série de culture, des boites ont
été réoxygénées dans des conditions standards d’incubation (37°C, 95% air et 5% CO,)
pendant 24, 48, 72 ou 96 h aprés ’épisode hypoxique de 6 h. Dans certains cas, les
neurones ont ¢t€ exposés a un inhibiteur de la synthése protéique, la cyclohéximide (CHX
1 uM, Sigma Chemicals), durant I’exposition & I’hypoxie. En parallele, des neurones
témoins ont €té¢ maintenus dans les conditions standards du début a la fin de I’expérience

ou bien exposés a la CHX seule pendant 6 h.

Immeédiatement apres les 6 h d’hypoxie, puis a 24 h et 72 h apres réoxygénation,
des aliquotes dﬁ milieu d’incubation ont été rapidement collectées a partir de boites
représentatives et analysées pour leur pression partielle en oxygéne (PO,), en gaz
carbonique (PCO,) et leur pH a ’aide d’un analyseur des gaz du sang (Corning, Halstead,
UK) (Sher, 1990).
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V. CONTRIBUTION DE DPEXCITOTOXICITE

Le traitement des cultures par des agents pharmacologiques tels que le glutamate,
les agonistes ou antagonistes sélectifs des récepteurs du glutamate, I’inhibiteur de la
synthése protéique ou encore un inhibiteur de la PKC, a été réalisée par addition directe
des composés concernés dans le milieu de culture. Les différentes substances ont été

diluées dans un milieu identique au milieu utilisé dans les cultures témoins non traitées.

A. EXPOSITION AU GLUTAMATE ET SES ANALOGUES

Au 6™ ou 13°™ jour de culture des neurones, le milieu de culture a été remplacé,
pendant 6 h, par le méme milieu additionné de glutamate (100 pM, RBI, Natick, MA,
USA) ou d’un agoniste sélectif de ses récepteurs (100 uM, RBI), c’est-a-dire NMDA (N-
methyl-D-aspartate, dans des conditions dépolarisantes avec 50 mM KCl), AMPA («-
amino-3-hydroxy;S-methy1-4-isoxazole propionate), kainate, ou trans-ACPD (trans-(*)-1-
amino-1,3-cyclopentane dicarboxylate). Dans certains cas, les neurones ont été exposés a
1 uM CHX durant ’exposition au glutamate. En paralléle, les neurones témoins ont été
constamment maintenus dans des conditions standards ou bien exposés a la CHX (1 pM)

seule pendant le méme laps de temps.

B. ANTAGONISTES DES RECEPTEURS DU GLUTAMATE

Afin d’évaluer les effets d’antagonistes des récepteurs du glutamate dans les
neurones cultivés pendant 13 jours, ’exposition a I’hypoxie ou au glutamate a par ailleurs
¢té réalisée, en présence d’antagonistes des récepteurs NMDA (dizocilpine maleate ou
MK-801, RBI) ou non-NMDA (1,2,3,4-tetrahydroxy-6-nitro-2,3-dioxo-
benzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide disodium ou NBQX, RBI). Chacune des drogues a été

utilisée a 5 et 10 uM.
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V1. MORPHOLOGIE CELLULAIRE

La mort cellulaire dans les cultures de neurones peut étre qualitativement suivie
grace a la microscopie a contraste de phase. La comparaison de la morphologie cellulaire
des cultures soumises a I’hypoxie ou traitées par le glutamate avec les cultures témoins
permet la détection d’altérations cellulaires. Ces changements consistent par exemple en
un gonflement cellulaire ou en la réduction du nombre de neurites combinée a la
désintégration des neurites présents. La dégénérescence des corps cellulaires entraine une
réduction marquée de la densité en culture. La fragmentation des neurites peut étre visible
au microscope a contraste de phase. Le gonflement osmotique des corps cellulaires
suggere plutdét une mort nécrotique avec dégradation non spécifique du systéme
membranaire qui s’en suit. La mort par apoptose, par contre, est difficilement

reconnaissable au microscope sans analyses spécifiques.

VII. MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE

A. PRINCIPE

Les sels de tetrazolium font partie d’un large groupe de composés organiques
hétérocycliques qui forment, apres réduction, des formazans insolubles et colorés dans les
cellules meétaboliquement actives. Ces composés ont été largement utilisés comme
indicateurs de systemes rédox et de viabilité (Altman, 1976). Le MTT (3-(4,5-
dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) est un sel monotetrazolium
largement utilis¢ pour mesurer la prolifération cellulaire et la cytotoxicité (Mosmann,
1983).

Dans les cellules vivantes, le sel de tetrazolium est converti dans les
mitochondries intactes en formazan qui sous 1’action de déshydrogénases génératrices de
NADH forme un précipité¢ violet pouvant étre détecté¢ par spectrophotométrie aprés
extraction (Hansen ef al, 1989). Cette conversion cellulaire est directement
proportionnelle au nombre de cellules viables. Bien que non absolue, cette technique

permet d’apprécier les modifications de viabilité par comparaison a un groupe témoin.
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B. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

Les neurones ont été incubés a 37°C pendant 2 h en présence de MTT (500
ug/ml de milieu, Sigma Chemicals), lavés deux fois avec une solution tampon phosphate
(phosphate-buffered saline, PBS : 137 mM NaCl, 6 mM Na,HPOs, 1,5 mM KH,PO4, pH
7,4) puis lysés dans du dimethyl sulfoxide (DMSO, 1 ml/boite, Sigma Chemicals). La
densité optique a été mesurée & 519 nm (Spectronic 2000, Bausch et Lomb) et les

résultats exprimés en pourcentage par rapport aux témoins mesurés en parallele.

VIII. MESURE DE LA LIBERATION DE LACTATE

DESHYDROGENASE

A. PRINCIPE

Dans les cultures cellulaires, la cytotoxicité peut €tre quantitativement suivie en
mesurant [’activité d’une enzyme cytosolique, la lactate déshydrogénase (LDH), dans le

milieu extracellulaire.

La LDH est une oxydo-réductase cytoplasmique qui existe sous cinq formes
isoenzymatiques dont les proportions varient suivant les tissus et le stade de
développement (Bonavista, 1964). L’augmentation du taux sérique de LDH a été observé
a la suite de plusieurs types de traumatismes cellulaires et a été utilisée en clinique comme
index de divers états pathologiques (Hsieh et Blumenthal, 1956). De telles propriétés ont
¢ét¢ exploitées par Koh et Choi (1987) qui ont montré que 1’élévation de LDH dans le
milieu d’incubation de neurones corticaux en culture était bien corrélée au degré de

souffrance cellulaire imposée par différents traitements.

Le pourcentage de cellules endommagées peut étre évalué par ’activité de la

LDH libérée dans le milieu extracellulaire relativement a la LDH totale mesurée apres lyse
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des cellules avec un détergent. L’activité de la LDH a été mesurée selon le protocole
décrit par Amador ef al. (1963) basé sur I’oxydation du lactate en pyruvate et mesure de la

réduction simultanée du NAD" en NADH + H".

B. PROTOCOLE EXPERIMENTAL

La présence de LDH dans le milieu de culture a été recherchée a la fin de
’exposition des neurones a [’hypoxie ou au glutamate, puis 24 h et 72 h aprés exposition
pour les deux stades maturationnels étudiés (6 et 13 jours de culture). L’activité

enzymatique a ét¢ validée a ’aide d’un sérum de controle (Accutrol, Sigma Diagnostics).

Des aliquotes de 50 pul d’échantillons du milieu extracellulaire ont été mélangées
avec 160 pl de tampon (90 mM K,HPO,, 15 mM KH,PO,, 1,25 mM sodium pyruvate).
Apres addition de 6 pl de solution (13 mM NADH-Na,, 120 mM NaHCOs), la diminution
de la densité optique a été mesurée a 340 nm a température ambiante a ’aide d’un

spectrophotometre (Spectronic 2000, Bausch et Lomb).

IX. MESURE DE I’ACTIVITE FONCTIONNELLE

L’activité fonctionnelle des cellules a été évaluée par la mesure du préléevement
spécifique de 2-désoxyglucose tritiée (2DG[H], C.E.A., Saclay, 0.63 TBg/mmole), reflet
du métabolisme énergétique. Le 2DG est un analogue du glucose qui n’est pas métabolisé
et donc s’accumule dans les cellules. Les boites ont été rincées par 2x2 ml d’une solution
Krebs-Ringer (NaCl 125 mM, KCl1 4,8 mM, MgSO, 1,2 mM, CaCl, 1,3 mM, KH,PO, 1,2
mM) tamponnée par de I’'HEPES (N-[12-hydroxyethyl] piperazine-N’-{acide 2-
ethanalsulfonique], pH 7,4). Les cellules ont été ensuite pré-incubées pendant 15 mn a
37°C dans le méme tampon. Apres élimination du milieu, les neurones ont été incubés
pendant 30 mn dans 1,5 ml de la solution tampon contenant 1 mM de 2DG[*H], lavés avec
3x2 ml de tampon puis séchés. Les neurones ont €té ensuite solubilisés dans 1 ml de
NaOH 1M et des échantillons de 100 pl ont été prélevés pour le comptage de la

radioactivité par scintillation liquide (Compteur Beckmann, modele LS 1801).
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X. EVALUATION DES TAUX DE SYNTHESE PROTEIQUE

Les taux de synthése protéique dans les cellules neuronales ont €té analysés en
mesurant I’incorporation de L-leucine radiomarquée dans les fractions solubles et

insolubles des cellules en culture.

Avant exposition a I’hypoxie ou au glutamate, le milieu de culture de chaque
boite a été remplacé par 2 ml de milieu contenant la leucine[*H] (0,5 uCi/mi, activité
spécifique : 1924 TBg/mmol, New England Nuclear, Boston, MA). A la fin de la période
d’exposition puis en fonction du temps, les boites de culture ont été rincées par 2x2 ml
d’une solution de NaCl 0,9% a 4°C puis traitées pendant 20 mn avec 1 ml d’acide
trichloro-acétique (TCA 10%, 4°C). Le matériel soluble au TCA a été collecté et les
cellules ont été lavées par 2x0,5 ml d’éthanol. Apres évaporation compléte de I’éthanol, un
échantillon de 100 ul a ét¢ mélangé avec 2 ml de scintillant (Hisafe II) dans une fiole de
comptage et laissé pendant 24 h a 4°C a ’obscurité avant la mesure de la radioactivite. Les
fractions insolubles, demeurées au fond des boites de culture, ont été solubilisées dans 1
ml de NaOH IM au cours d’une incubation d’1 h a 37°C. Un échantillon de 100 ul
provenant de chaque boite a été prélevé et mélangé a 2 ml de liquide scintillant. La
radioactivité a été€ mesurée a ’aide d’un compteur a scintillation liquide (Beckman, modele

LS 1801).

XI. ANALYSE DE I’APOPTOSE ET DE LA NECROSE

A. PRINCIPE

Dans les neurones mourants, tous les changements morphologiques ne sont pas
visibles en microscopie optique. La morphologie nucléaire et la structure de la chromatine
sont fortement affectées durant la mort neuronale. La variation des événements nucléaires

peut €tre associée a la mort cellulaire par apoptose ou par nécrose. L’état du noyau et la
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structure de la chromatine peuvent étre visualisés par marquage a 1’aide d’un
fluorochrome, le DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole, Sigma Chemicals). La
fragmentation de ’ADN sur gel d’agarose est également tres utilisée pour mettre en

évidence le phénomene d’apoptose.

B. MARQUAGE AU DAPI

Les neurones ont été fixés pendant 10 mn dans un mélange éthanol:acide acétique
(3:1), lavés pendant 1 mn dans I’eau distillée et séchés. Leur ADN nucléaire a ensuite été
marqué pendant 10 mn par 0,5 pg/ml de DAPI dilué dans ’eau. Les cellules ont été de
nouveau lavées deux fois a de I’eau distillée, séchées puis traitées avec une solution anti-
décoloration (10 mg/ml p-phenyldiamine dans 90% de glycérol). Adaptée de Wolvetang et
al. (1994), cette technique permet de visualiser les noyaux puis, en fonction de leurs
caractéristiques morphologiques, d’effectuer des comptages cellulaires a I’aide d’un

microscope a fluorescence (Zeiss, Axioskop) a 365 nm.

C. DISCRIMINATION ENTRE NECROSE ET APOPTOSE

Les cellules vivantes présentent un noyau rond avec une fluorescence diffuse
indiquant une chromatine homogene. Les neurones nécrotiques sont caractérisés par des
petits noyaux trés réfringents avec une condensation chromatinienne uniforme, tandis que
les neurones apoptotiques montrent une chromatine condensée et fragmentée (Gschwind

et Huber, 1997).

Des comptages des cellules présentant les différentes propriétés ont été réalisés
dans un minimum de 3 expériences différentes. Les noyaux apoptotiques et nécrotiques,
comme les noyaux a ﬂﬁorescence diffuse, ont €té répertoriés dans un minimum de 3 aires
de 100 noyaux par boite de culture. Les résultats sont rapportés en pourcentage de

cellules sélectivement affectées par rapport au nombre total de neurones.
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D. FRAGMENTATION DE L’ADN SUR GEL D’AGAROSE

Les cultures ont été lavées 2 & 3 fois avec du PBS puis les cellules ont été
récupérées dans 10 ml de PBS et centrifugées a 1200 rpm pendant 5 mn. Une fois le
surnageant €liminé, les cellules formant le culot ont été resuspendues dans un volume égal
de tampon d’extracﬁon contenant 100 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 25 mM
EDTA (pH 8,0), 0,5% SDS et 0,1 mg/ml de protéinase K (Sigma Chemicals), puis
incubées pendant 12 a 18 h a 50°C. Apreés addition d’un volume égal de phénol-
chloroforme-alcool isoamylique (25:24:1) et une centrifugation a 12000 rpm pendant 10
mn, la phase aqueuse a été récupérée et une seconde extraction organique a été réalisée
avec le chloroforme seul. Aprés mesure du volume de la phase aqueuse, 1/10°™ du volume
d’acétate de sodium 3M, 2 volumes d’éthanol et 10 ul de MgCl, 1,5 M ont été ajoutés
pour précipiter ’ADN. Apreés une centrifugation de 12000 rpm pendant 10 mn, le culot a
été lavé dans de I’éthanol a 70% puis centrifugé a 12000 rpm. Une fois I’éthanol éliminé,
le culot a été resuspendu dans 20 a 50 ul de tampon TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8, et
EDTA 1 mM) additionné de 15 ul de ribonucléase A (10 mg/ml, Sigma Chemicals) puis
incubé pendant 1 h & 37°C pour dissolution compléte. Apreés une deuxiéme extraction au

phénol-chloroforme, le culot a €té finalement précipité et resuspendu dans 20 a 50 pl de

tampon TE.

Une quantité d’ADN extraite & partir de 5 boites a été déposée dans un gel
d’agarose a 1,2% contenant 0,1 ug/ml de bromure d’éthidium. L’électrophorese a été
conduite a 80 volts dans un tampon TBE (0,045 M Tris-borate et 0,001M EDTA) puis le

gel a été visualisé sur une lampe UV et photographié.
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XII. EXPRESSION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION

A. ANTICORPS

Pour réaliser les marquages immunohistohimiques et par western blotting des
différents facteurs de transcription étudiés, nous disposions des anticorps suivants, tous

fournis par Santa-Cruz Biotechnology:

v c-Jun (KM1) : anticorps monoclonal de souris dirigé contre la séquence peptidique 56-

69 de la protéine codée par le géne c-jun humain,

v Jun B (N-17) et Jun D (329) : anticorps polyclonaux de chévre qui correspondent,
respectivement, aux séquences 45-61 et 329-341 des protéines codées par les génes jun B

et jun D murins.

v’ c-Fos (4) et c-Fos (K25): anticorps polyclonaux de lapin, respectivement, dirigés
contre les séquences 3-16 et 128-152 de la protéine codée par le gene c-fos humain. c-Fos
(4) ne reconnait que la protéine c-Fos de 62 kDa, alors que c-Fos (K25) ne permet pas la
distinction entre les différentes protéines de la famille Fos et reconnait les protéines c-Fos,

Fos B, Fra-1 et Fra-2.

v' ¢-Myc (C-33): anticorps monoclonal de souris provenant de la fusion des cellules
spléniques des souris BALB/c immunisées avec la protéine recombinante c-Myc, avec des

cellules de myélome murines portant Sp2.

v’ Max (C-17) et Mad 1 (C-19): anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre les
séquences 135-151 de Max p21 et 203-221 de Mad humaines, respectivement.

Nous disposions également d’un anticorps polyclonal anti-JNK (C-17) de chevre

dirigé contre la séquence 368-384 de la protéine JNKI1. Il réagit avec deux c-Jun N-

terminal kinases, p46 JNK1 et p54f3 JNK3.
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B. ANALYSE IMMUNOHISTOCHIMIQUE

1. Principe

Une premiere incubation avec un anticorps primaire dirigé contre la protéine
recherchée est suivie d’une seconde incubation avec un anticorps secondaire reconnaissant
les immunoglobulines de [’espece productrice de Panticorps primaire. L’anticorps
secondaire est conjugué a une sonde fluorescente permettant la révélation de I’anticorps
primaire. Les sondes fluorescentes utilisées sont de deux types: I'isothiocyanate de
fluoresceine (FITC, longueur d’onde d’excitation : 488 nm, longueur d’onde d’émission :
520 nm, dans le vert) et I’indocarbocyanine (Cy-3, longueur d’onde d’excitation : 488 nm,

longueur d’onde d’émission : 575 nm, dans le rouge).

2. Protocole expérimental

Les anticorps primaires et secondaires ont été dilués dans du PBS contenant
0,5% de sérum albumine bovine (SAB, Sigma Chemicals). Les dilutions utilisées sont de
1/40 pour c-Jun, c-Fos (4), c-Fos (K25), c-Myc (C-33), Max (C-17) et Mad 1 (C-19) et
1/20 pour Jun B et Jun D. L’anticorps secondaire anti-lapin marqué au Cy-3 a été utilisé
au 1/80 pour la détection de c-Fos, Max et Mad 1, celui anti-souris marqué au FITC au
1/200 pour la détection de c-Jun et c-Myc tandis que I’anticorps anti-chévre marqué au
FITC a été utilisé au 1/100 pour la détection de Jun B et Jun D. Les anticorps secondaires

ont été fournis par Jackson ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA).

Les boites de culture ont été brievement rincées avec du PBS puis les neurones
ont €t¢ fixés pendant 10 mn dans du méthanol froid. Une fois séchées & Iair libre, les
boites ont été lavées avec du PBS. Aprés la sélection d’une zone de réaction délimitée a
’aide d’'un DAKO PEN, les neurones ont ¢té incubés pendant 20 mn avec la SAB a 0,5%
afin de supprimer les liaisons non spécifiques des immunoglobulines. Les cellules ont été

ensuite lavées puis incubées pendant 1 h avec I’anticorps primaire. Aprés lavage, elles ont
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été incubées pendant 1 h avec I’anticorps secondaire. Les neurones ont ¢té de nouveau
lavés trois fois avec du PBS et des lamelles ont été montées avec une goutte
d’aquapolymount (DAKO) pour examen a I’aide d’un microscope a fluorescence (Zeiss,

Axioskop).

Toutes les observations décrites reflétent les résultats d’un marquage conduit

dans un minimum de trois préparations différentes.

C. WESTERN BLOTTING

1. Principe

L’électrophorése analytique des protéines s’effectue dans des gels de
polyacrylamide dans des conditions assurant leur dissociation et minimisant leur
agrégation. Le haut pH du gel de séparation favorise I'ionisation de la glycine et les ions
qui en résultent migrent a travers le gel immédiatement derriere les ions chlorure au dela
des polypeptides entassés. Les polypeptides dénaturés qui sont liés au SDS deviennent
chargés négativement et les complexes SDS-polypeptide migrent a travers le gel en

fonction de leur poids moléculaire.

Les protéines sont ensuite transférées sur un support solide puis détectées
immunologiquement par chimioluminescence. Apreés une premi€re incubation avec
’anticorps primaire spécifique de la protéine recherchée, la membrane ou les protéines
sont fixées est incubée avec un anticorps secondaire marqué a la peroxydase qui en
présence du peroxyde d’hydrogene (H,0,) catalyse I’oxydation du luminol avec émission
de lumiere produite par le 4-iodophenol. Ce dernier agit comme un transmetteur
radicalaire entre le radical oxygéne formé et le luminol. Pour cette technique, nous avons
utilisé un kit commercialisé par Boehringer-Mannheim (BM chemiluminescence western

blotting kit).
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2. Protocole expérimental

a) Extraction des protéines

Les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS froid puis récupérées dans un
tampon hypotonique (100 pl/boite de culture) contenant 10 mM HEPES (pH 7,9), 1,5
mM MgCl,, 10 mM KCI, 0,5 mM dithiothreitol (DTT) et 0,2 mM PMSF
(phenylmethylsulfonylfluoride). Aprés 10 mn dans la glace, une centrifugation a 12000
rpm pendant 15 mn permet de récupérer le surnageant contenant les protéines
cytosoliques. Les culots correspondants ont €té resuspendus dans un tampon contenant 20
mM HEPES (pH 7,9), 25% (v/v) glycérol, 1,5 mM MgCl,, 420 mM NaCl, 0,2 mM
EDTA, 0,5 mM DTT, 0,2 mM PMSF et 0,25% (p/v) NP40 (Nonidet P-40) a raison de 50
ul pour un culot provenant de 5 boites. Apres 20 mn dans la glace, une centrifugation a
12000 rpm pendant 30 mn conduit & la récupération des protéines nucléaires présentes

dans le surnageant (Dignam e/ al., 1983).

Les protéines cytosoliques et nucléaires ont été quantifiées selon la méthode de
Lowry (1951). En milieu alcalin, les protéines réagissent avec le réactif de Folin-Ciocalteu
additionné d’ions cuivriques, pour donner une coloration bleue mesurée a 660 nm.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration du milieu en protéine. La
gamme d’étalonnage est réalisée avec une solution d’albumine sérique bovine (Sigma

Chemicals).

b) Electrophorése en gel de polyacrylamide

Les protéines cytoplasmiques ou nucléaires ont été séparées dans des conditions
dénaturantes selon la technique de Laemmli (1970). Deux types de gels de polyacrylamide
ont €té coulés: un gel de concentration a 5% et un gel de résolution a 10%. Ces deux gels
sont différents par la concentration en polyacrylamide et par la valeur de leur pH.

L’électrophorese est réalisée en présence de SDS.
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La composition des deux gels est la suivante:

v gel de concentration:

Tris/HCL 0,5 M pH 6,8 - 3ml
Acrylamide/bisacrylamide 30%/0,8% (p/v) (Prolabo) e 1 ml
Eau ultra-pure - 2 ml
SDS 10% (/) oo 60 pl
Persulfate d’ammonium 10% (p/v) - 40 pl
TEMED et 4 ul

v’ gel de séparation:

Tris/HCL 0,75 M pH 8 8- 4.5 ml
Acrylamide/bisacrylamide 30%6/0,8% (p/V) oo 3.0 ml
Eau ultra-pure - 1,5 ml
SDIS 10% (P/V ) -orreveves oo 90 yl
Persulfate d’ammonium 10% (p/v) - 70 ul
TEMED - oo 7 l

Les protéines (25 nug) ont été dénaturées a 100°C pendant 5 mn dans un tampon
Tris-HCl 50 mM (pH 6,8) contenant 2% de SDS, 10% de glycérol, 100 mM de DTT et
0,1% de bleu de bromophénol, puis déposées dans les puits correspondants sur le gel de
concentration. L’électrophorese a été réalisée en courant constant & 25 mA pendant 1 h

dans un tampon Tris-Glycine (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0,1% SDS, pH 8,5).

¢) Electrotransfert

Les protéines séparées par électrophorese ont été transférées sur une membrane
de PVDF (polyvinylidene difluoride, DuPont NEN) selon la technique décrite par Towbin
el al. (1979) dans une solution tampon contenant 48 mM Tris, 39 mM glycine, 20%
méthanol et 0,037% SDS, a I"aide d’un appareil de transfert (Trans-blot semi-dry

electrophoretic transfer system, Bio-Rad) en milieu semi-sec, sous un courant constant de



1,6 mA/cm” pendant 30 mn. Le sandwich est constitué successivement de 4 feuilles de
papier Whatman® 3MM, membrane PVDF, gel, 4 feuilles de papier Whatman® 3MM
(Towbin ef al., 1979).

d) Immunorévéiation des protéines

Les membranes de PVDF ont été ensuite saturées avec la solution bloquante
fournie dans le kit diluée a 1% dans le tampon TBS pH 7,5 (Tris-buffered saline, 50 mM
Tris et 150 mM NaCl). Ensuite, elles ont été incubées pendant 1 h avec ’anticorps
primaire dilué¢ dans la solution bloquante & 0,5%. c-Fos (4), c-Fos (K25), c-Jun (KM1) et
JNK (C-17) ont été utilisés au 1/500. En revanche, Jun B (N-17) et Jun D (329) ont été
utilisés au 1/800.

Apres un double lavage de 5 mn chacun, dans le TBST (0,1% Tween 20 dans
TBS) puis dans la solution bloquante (0,5%), les membranes ont été€ incubées pendant 1 h
en présence de I’anticorps secondaire anti-souris/anti-lapin (1/1250 pour la détection de c-
Fos et c-Jun) ou anti-chevre (1/5000 pour la détection de Jun B et Jun D, 1/10000 pour la
détection de JNK1 et JNK3) marqués a la peroxydase. Les membranes ont été ensuite
lavées 4 fois dans le TBST et les bandes ont été détectées par chimioluminescence selon
les instructions des fournisseurs. Aprés une exposition de 2 mn maximum des membranes
sur des films a rayons X (Kodak X-Omat), les blots ont été révélés. Ils ont ensuite été

scannés et quantifiés a I’aide d’un analyseur d’images (Biocom 200).
Les résultats rapportés par la suite ont €été obtenus a partir de 3 préparations

différentes au minimum et sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux

mesures densitométriques effectuées a partir des cultures témoins.
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D. INTERACTIONS ADN-PROTEINE

1. Principe de la méthode de “retard sur gel”

La méthode permet de mettre en évidence la liaison de protéines a des éléments

de régulation de la transcription au niveau de I’ADN.

Les protéines sont détectées par leur capacité a retarder la mobilité d’un fragment
d’ADN marqué a travers un gel non dénaturant. Cette technique a permis de détecter de
nombreuses protéines de liaison a ’ADN dans des extraits cellulaires variés. Apres la
détection d’une interaction entre protéine et ADN, il est nécessaire de déterminer la
spécificité de liaison. Ceci peut étre vérifié en utilisant des fragments d”’ADN mutes ou des
fragments d’ADN non marqués, comme compétiteurs de la réaction. Le test de liaison a
I’ADN utilise des gels de polyacrylamide. Les protéines qui se lient spécifiquement a un
fragment d’ADN marqué retardent la mobilit¢é du fragment durant I’électrophorese
entrainant [’apparition de bandes qui correspondent aux complexes ADN-protéine. Ce test
permet une détermination quantitative de I’affinité, ’abondance et la spécificité de liaison

des protéines a ’ADN.

2. Oligonucléotides

Les oligonucléotides double-brins utilisés proviennent de Santa-Cruz

Biotechnologies.

Nous disposions d’un oligonucléotide de 21 paires de bases (5'-
CGCTTGATGACTCAGCCGCAA-3’) construit avec la séquence consensus AP-1
capable de se lier aux dimeéres Fos-Jun et Jun-Jun et d’un oligonucléotide muté ou les

bases CA du motif ont été remplacées par les bases TG.
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3. Retard sur gel ou gel shift

a) Marquage des oligonucléotides

Les oligonucléotides ont été marqués au phosphore 32 par la T4 polynucléotide
kinase qui catalyse le transfert du phosphate du [y*’P]JATP vers I’extrémité 5°-OH de
’ADN.

Une quantité de 100 ng d’oligonucléotide a été mélangée dans un volume final de
25 pul 4 2,5 ul de tampon kinase 10X (Proméga), 50 pmoles de [y’ ’P]JATP (activité
spécifique >3000 Ci/mmol, Isotopchim, Peyruis, France) et 20 unités de T4 polynucléotide
kinase (Proméga). Aprés une extraction au phénol-chloroforme et précipitation de I’ADN,

oligonucléotide marqué a été conservé a -80°C dans le tampon TE.

b) Réaction de liaison et électrophorése

Une quantité de 10 ug de protéines nucléaires extraites selon la méthode de
Dignam ef al. (1983) a été mélangée a 20 ng d’oligonucléotides marqués, 100 nM de
MgCl;, 500 ng d’ADN de sperme de saumon (Proméga) et 6,25 pg de polydI-dC (Sigma
Chemicals). Apres une incubation de 15 mn a 4°C, les complexes ADN-protéines ainsi
formés ont été déposés sur un gel de polyacrylamide a 6%. L’électrophoreése a été réalisée
a 30 mA pendant 75 mn dans le tampon TBE. Les gels ont été ensuite séchés et

autoradiographiés avec des films Kodak X-Omat durant 24 h au minimum, & -80°C.

Pour les réactions de compétition, les oligonucléotides dont la séquence

consensus est soit intacte soit mutée ont été utilisés en exces (50 fois).
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I. ETUDE DE LA PARTICIPATION DE L'EXCITOTOXICITE

AUX DOMMAGES HYPOXIQUES

A. EFFETS DE L’HYPOXIE EN FONCTION DU NIVEAU DE

MATURITE NEURONALE

Afin d'étudier les conséquences d’une privation en oxygene sur le cerveau en
développement, les effets d’une hypoxie transitoire de 6 h sur des neurones en culture de 6

jours ont été comparés a ceux analysés sur des neurones en culture de 13 jours.

1. Caractérisation du modéle

a) Analyse immunohistochimique

Dans notre modele, les cellules se développent rapidement en une population de
neurones présentant un aspect homogéne. Les prolongements neuritiques commencent a
éme

croitre a partir du 2°™ jour de culture. Apres 6 jours in vitro, un réseau dense de cellules

se forme avec de multiples ramifications et quelques agrégats cellulaires.

Nos conditions expérimentales permettent d’obtenir une majorité de neurones
fonctionnels (Borg ez al,, 1985). Le pourcentage de cellules viables, déterminé par la
méthode d’exclusion au Bleu Trypan, a été évalué a 97% aprés une semaine de culture
dans un milieu sans sérum sur un substrat de polylysine. L’analyse immunohistochimique
de I’énolase spécifique des neurones et de la GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) a
permis d’estimer la pureté des cultures entre 90 et 93% (Hansson ef al., 1984; Aizenman
et al., 1986). Apres 13 jours de culture, les agrégats et les ramifications cellulaires sont
plus nombreux, générant une densité élevée. Le pourcentage d’éléments non neuronaux

augmente légérement a ce stade pour atteindre 9 a 12%.
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Temps Témoins Hypoxie/Réoxygénation
pH 7,27 + 0,02 7,17 +0,03%*
6h PO, 138,6 +3,9 29,6 £ 3,1%*
PCO, 32,6 +1,8 35,2+3,1
pH 7,26 £ 0,02 7,14 £0,02%*
24 h PO, 140,1 +3,4 144,5 +£ 2,7
PCO, 298422 33,0+3,1
pH 7,23 £0,03 7,24 +£0,02
72 h PO, 140,0 £ 1,3 143,0£23
PCO, 33,1+3,0 329+ 1.8

Les valeurs de PO> ef PCO; sont rapportées en mm Hg.

Tableau 3 : Evolution des paramétres physiologiques (pH, PO,, PCO,) dans le milieu
d’incubation des neurones aprés un épisode hypoxique transitoire de 6 h suivi de 72 h de
réoxygénation. D’apres Daval ef al. (1991).

Valeurs moyennes + DS obtenues a partir de dix échantillons. **p<0,01 par rapport aux
cultures témoins.



b) Paramétres physiologiques aprés hypoxie

Le tableau 3 résume les variations des paramétres physiologiques mesurés dans
le milieu d’incubation des cultures exposées a un épisode hypoxique transitoire de 6 h puis

réoxygénées pendant 72 h.

L’incubation des neurones en anaérobiose pendant 6 h a réduit d’environ 80% la
PO, mesurée dans le milieu de culture avec diminution du pH qui refléterait I’accumulation
de lactate. Apres 24 h de réoxygénation, le pH est resté plus faible que dans les cultures
témoins, alors que la PO, est plus €élevée. A 72 h post-réoxygénation, tous les parametres

analysés ¢taient identiques a ceux des témoins (Daval ef al., 1991).

2. Comparaison des effets de ’hypoxie sur les cultures de neurones

de 6 et 13 jours

a) Etude de la souffrance neuronale aprés hypoxie

Sur les cultures de neurones de 6 jours, un épisode hypoxique de 6 h a entrainé
une mort cellulaire retardée qui se traduit par une baisse significative de la viabilité
cellulaire a partir de 48 heures de réoxygénation et qui atteint 20% par rapport aux
témoins a 72 h (figure 11). En revanche, pour les cultures de 13 jours, la viabilité a été
réduite de 13% des 24 h de réoxygénation pour atteindre 24% a 72 h (figure 12). Comme
pour les cultures de 6 jours, la survie cellulaire n’est pas affectée a la fin de I’épisode

hypoxique.
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Figure 11 : Conséquences d'une exposition de 6 h a I'hypoxie ou au glutamate (100 pM)
sur la viabilité des neurones traités a 6 jours. CHX: cyclohéximide (1 pM).

Valeurs moyennes + DS obtenues a partir de 5 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boites
de culture. *p < 0,05 et **p < 0,01 par rapport aux 1émoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).
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Figure 12 : Conséquences d'une exposition de 6 h a I'hypoxie ou au glutamate (100 uM)
sur la viabilité des neurones traités a 13 jours. CHX: cyclohéximide (1 pM).

Valeurs moyennes + DS oblenues a partir de 5 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boites de
culture. *p < 0,05 et **p < 0,01 par rapport aux témoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).
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Figure 13 : Conséquences d'une exposition de 6 h a 'hypoxie ou au glutamate (100 pM)
sur la libération de LDH dans les cultures de neurones traités a 6 jours.

Valeurs moyennes + DS obtenues & partir de 5 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boites de
culture. *p < 0,05 et **p < 0,01 par rapport aux témoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).
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Figure 14 : Conséquences d'une exposition de 6 h a I'hypoxie ou au glutamate (100 uM)
sur la libération de LDH dans les cultures de neurones traités a 13 jours. Influence d’un
inhibiteur des récepteurs NMDA (MK-801, 10 uM).

Valeurs movennes + DS obtenues a partiv de 5 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boites de
culture. *p < 0,05 et **p < 0,01 par rapport aux témoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).



A la suite d’un traitement des neurones, durant I’hypoxie, par un inhibiteur de la
synthése protéique (CHX, 1 uM), le taux de cellules viables ne différe pas de celui des
témoins exposés a la CHX seule dans les cultures de 6 jours, alors qu’il baisse faiblement

mais non significativement dans les cultures de 13 jours (figures 11 et 12).

Les figures 13 et 14 montrent I’évolution temporelle de la libération de LDH
aprés I'épisode hypoxique de 6 h. Dans les cultures de 6 jours, I’hypoxie a induit une
augmentation de LDH dans le milieu extracellulaire de 28% a la fin de I’hypoxie, de 61%
24 h apres la réoxygénation et de 92% a 72 h. Dans les cultures de 13 jours, les variations
par rapport aux témoins ont été plus importantes deés la fin de Pagression. En effet, les
taux de LDH ont augmenté significativement apreés 6 h d’hypoxie (33%), et ont atteint

62% a24het 130%a72h

b) Effet de I’hypoxie/réoxygénation sur les propriétés fonctionnelles

Les neurones témoins ont une activiteé meétabolique stable entre 6 et 9 jours de
culture. Le métabolisme énergétique, reflété par I’incorporation de 2-DG[*H], a augmenté
significativement apres 6 h d’hypoxie (21,5% par rapport aux témoins) puis aprés 24 h de
réoxygénation (35%). A 72 h, par contre, le prélevement de 2-DG a été réduit de 13,2%
(figure 15).

Apres 13 jours de culture, le métabolisme énergétique a été transitoirement
stimulé apreés 6 h d’hypoxie, puis a baiss¢ progressivement pour atteindre des valeurs
significativement plus faibles que celles des témoins (-30%) au temps de 72 h apres

réoxygénation (figure 16).

La synthese protéique, reflétée par ’incorporation de leucine tritiée mesurée dans
la fraction cellulaire acido-insoluble, présente un profil caractéristique d’une mort
cellulaire programmée dans les cultures de neurones de 6 jours (figure 17). Une

augmentation rapide et transitoire de la synthese protéique a €té mesurée aprés 1 h
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Figure 15 : Evolution du métabolisme énergétique analysé par ’incorporation du 2-
DG[3H] aprés exposition de 6 h a I'hypoxie ou au glutamate (100 uM) des neurones
cultivés pendant 6 jours.

Valeurs movennes £ DS obtenues a partir de 5 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boites
de culture. **p < 0,01 par rapport aux témoins (lest de comparaisons multiples de Dunnett).
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Figure 16 : Evolution du métabolisme énergétique analysé par 1’incorporation du 2-
DG[3*H] aprés une exposition de 6 h & I'hypoxie ou au glutamate (100 uM) des neurones
cultivés pendant 13 jours.

Valeurs moyennes + DS obtenues a partir de 5 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boiltes de
culture. **p < 0,01 par rapport aux témoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).
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Figure 17 : Vanation des taux de synthése protéique reflétés par I’incorporation de
leucine[3H], au cours (1 et 6 h) et aprés (24, 48 et 72 h) exposition a I’hypoxie ou au
glutamate (100 uM) des cultures de neurones de 6 jours.

Valeurs movennes = DS obtenues a partir de 3 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boites
de culture. **p < 0,01 par rapport aux 1émoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).
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Figure 18 : Variation des taux de synthese protéique reflétés par I'incorporation de
leucine[*H], au cours (1 et 6 h) et aprés (24, 48 et 72 h) exposition & I’hypoxie ou au
glutamate (100 uM) des cultures de neurones de 13 jours.

Valeurs moyennes + DS obtenues a partir de 5 expériences minimum, chacune utilisant plus de 5 boites de
culture. *p < 0,05 et **p < 0,01 par rapport aux témoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).



d’hypoxie (77%). Aprés une baisse mesurée a la fin de l'épisode hypoxique (-53%), la
synthése des macromolécules s'est normalisée aprés 24 h de réoxygénation. Aprés une
nouvelle augmentation a 48 h (72%), sans modification morphologique évidente des
neurones, la synthése protéique a été finalement diminuée a 72 h (-41%) parallélement a la

présence de signes de dégénérescence neuronale.

Les changements des taux d’incorporation de leucine tritiée consécutivement a
’hypoxie étaient moins prononcés dans les cultures de neurones de 13 jours. Aucune
différence n’a été observée apres 1 h d’hypoxie, alors que les diminutions observées a 6 h
(-27%), a 24 h (-15%) et a 72 h (-12%) étaient faibles mais significatives par rapport aux
témoins. La seule augmentation notable (22%) a été observée apres 48 h de réoxygénation

(figure 18).

¢) Effet de I’hypoxie/réoxygénation sur les taux d’apoptose et de

nécrose.

L’utilisation du fluorochrome DAPI a révélé que le nombre de neurones
apoptotiques et nécrotiques demeurait faible dans les cultures témoins jusqu'a 9 jours in
vitro (2,6% et 5,6% par rapport au nombre total de neurones, respectivement) (tableau

4).

Dans les cultures de 6 jours, aucune variation dans le nombre de cellules
nécrotiques n'a été mesurée apres une hypoxie de 6 h suivie de 72 h de réoxygénation
(8,7%). L’augmentation du nombre de cellules apoptotiques qui apparaissent a partir de
48 h post-réoxygénation (6,3%), s’est fortement accentué a 72 h pour atteindre 19,2%
(tableau 4 et figure 19). L’addition de CHX au milieu d’incubation au cours de I’hypoxie
a réduit le nombre de cellules apoptotiques qui €tait alors similaire a celui mesuré dans les
cultures témoins (3,6% versus 2,6%). Les cellules nécrotiques quant a elles atteignaient
20,5%, alors que la CHX par elle-méme a induit une nécrose dans les mémes proportions
(18,2%). L’effet bénéfique de la CHX sur les conséquences de I’hypexie est en corrélation

avec les résultats de la viabilité cellulaire a ce stade de maturation.
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Nécrose Apoptose
Témoins 5614 2,6+0,6
Témoins + CHX 18,242, 1%+ 29+16

Cultures de neurones Hypoxie 8,7+23 19,2 £ 5,7**

de 6 jours Hypoxie + CHX 20,5 £2,1** 3,6+1,5
Glutamate 51+0,7 3,0£0,5
Glutamate + CHX 17,8 £ 1,9%* 33+1,2
Témoins 149+23 41+1,1
Témoins + CHX 23,8 +43% 3,8+1,0

Cultures de neurones Hypoxie 223+ 1,5%%* 82+173*
de 13 jours Hypoxie + CHX 28,4 +3 8%* 33+£13
Glutamate 40,7 £2,3** 48+1,0
Glutamate + CHX 46,2 + 3 6%* 3,7+1,5

Tableau 4 : Effet d'une exposition de 6 h a I’hypoxie ou au glutamate (100 uM) sur les
taux de nécrose et d’apoptose analysés aprés 72 h sur des cultures de neurones de 6 et 13

jours.

CHX : Cyclohéximide, 1 uM.

Les résultats sont exprimés en pourcentage par rapport au nombre fotal de neurones.

Valeurs moyennes + DS obtenues a partir de 5 expériences différentes.* p < 0,05 et ** p < 0,01 (fest de
comparaisons multiples de Dunnett).
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Figure 19 : Marquage nucléaire au DAPI, 72 h aprés une exposition de 6 h a
I'hypoxie ou au glutamate (100 uM) des neurones cultivés pendant 6 ou 13 jours.
A : apoptose, N : nécrose, T : témoins, H : hypoxie, Glu : glutamate.



En revanche, dans les cultures de 13 jours exposées a I’hypoxie, les signes
morphologiques de I’apoptose et de la nécrose révélent un pourcentage de cellules
apoptotiques et nécrotiques plus élevé par rapport aux témoins a 72 h post-réoxygénation
(8,2% et 22,3%, respectivement). En présence de CHX, et contrairement aux cultures de
6 jours, I’hypoxie/réoxygénation n’a eu aucun effet bénéfique sur les taux de nécrose apres
hypoxie par comparaison aux résultats obtenus apres traitement a la CHX seule (tableau

4).

d) Fragmentation de I'ADN sur gel d’agarose

La fragmentation d’ADN en échelle caractéristique d’un phénomeéne d’apoptose
n’a pas €té observée ni dans les cultures de neurones de 6 jours ni celles de 13 jours apres
exposition a une hypoxie pendant 6 h. Cependant, une fragmentation d’ADN de type
aléatoire représentée par “une frainée” a été observée aprés 96 h de réoxygénation dans

les cultures de 6 jours et aprés 48 h et 96 h dans celles de 13 jours (figure 20).
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Figure 20 : Electrophorése horizontale sur gel d'agarose de I'ADN des neurones
cultivés pendant 6 et 13 jours et exposés a une hypoxie transitoire de 6 h puis
réoxygénés pendant 96 h.

T : témoins, H : hypoxie, R : réoxygénation.



B. ETUDE DES REPONSES EXCITOTOXIQUES EN FONCTION

DU NIVEAU DE MATURITE NEURONALE

1. Effets du glutamate sur les cultures de neurones de 6 et 13 jours

Notre objectif était d'analyser les conséquences d'une exposition au glutamate sur

des neurones a 2 stades de maturation différents : 6 et 13 jours.

a) Etude de la souffrance neuronale aprés exposition au glutamate

Dans les cultures de neurones de 6 jours, la morphologie cellulaire et la libération
de LDH sont restées inchangées aprés traitement des neurones par des concentrations
élevées (100 uM) en glutamate (figure 13). La viabilité cellulaire a baissé de 7,2% a 72 h
par rapport aux témoins et la présence de CHX dans le milieu d’incubation n’a eu aucun
effet sur la survie des neurones par comparaison aux cultures de 6 jours traitées a la CHX

seule (figure 11).

Les neurones plus matures (13 jours) se sont révélés par contre plus sensibles au
glutamate, lequel a induit des altérations morphologiques des neurones exposés pendant 6
h puis replacés dans les conditions standard pendant 72 h. Pour illustrer l'action du
glutamate, la figure 21 montre qu'a ce stade de maturation, les altérations associées au
glutamate (100 pM) sont essentiellement reflétées par le décollement d’un nombre

croissant de cellules de leur substratum, avec une perte des agrégats cellulaires.

Des la fin de I’exposition (6 h) puis en fonction du temps, les taux de LDH
mesurés dans le milieu extracellulaire des cultures de 13 jours ont été augmentés

significativement par rapport aux témoins (figure 14). Le glutamate a diminué la viabilité
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Figure 21 : Aspect morphologique des neurones cultivés pendant 13 jours, exposés
pendant 6 h au glutamate (100 pM) et remis dans des conditions standard pendant 72 h.




neuronale de 30% dans les 3 jours qui ont suivi ’exposition (figure 12) et le traitement
des neurones par la CHX n'a pas eu d’effet protecteur, la viabilité cellulaire ayant baissé

également de 30%.

b) Effet d'une exposition au glutamate sur les propriétés
fonctionnelles

Dans les cultures de 6 jours, le métabolisme énergétique et la biosynthese
protéique sont restés inchangés apres traitement au glutamate au cours des 3 jours suivant

’exposition (figures 15 et 17).

Dans les cultures de 13 jours, par contre, la sensibilité¢ des neurones au glutamate
est reflétée par la réduction définitive du métabolisme énergétique observée des la fin du
traitement, le prélevement spécifique de 2-DG étant alors diminué de plus de 20% (figure
16). Comme illustré sur la figure 18, [Iincorporation de leucine a diminué
significativement de 20% des 1 h d’exposition et est restée en dessous des valeurs témoins

tout au long de I’étude.

c) Effet d'une exposition au glutamate sur les taux d'apoptose et de

nécrose

Le marquage nucléaire par le DAPI (figure 19) a révélé que les noyaux des
neurones de 6 jours traités au glutamate montrent majoritairement une fluorescence
diffuse, caractéristique d’une chromatine normale au cours des 72 h suivant I’exposition.
Les pourcentages de neurones apoptotiques et nécrotiques détectés a 72 h ne différent pas
de ceux des cultures témoins (tableau 4). La présence de CHX durant I’exposition au
glutamate n’a eu d’effet ni sur I’apoptose (3,3% versus 2,9%) ni sur la nécrose (17,8%

versus 18,2%) par rapport aux cultures traitées a la CHX seule (tableau 4).
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En ce qui concerne les cultures plus matures, le tableau 4 et la figure 19
montrent la présence de 4,8% de neurones apoptotiques a 72 h aprés exposition contre
4,1% dans les cultures témoins au méme temps. Parallélement, la densité des cellules
nécrotiques s’est accrue a la suite du traitement (40% versus 15% pour les témoins). A ce
stade de culture, le traitement des neurones par la CHX au cours de I’exposition n’a pas
permis de réduire le nombre de neurones apoptotiques ou nécrotiques. Dans ce cas, nous

avons mesuré 3,7% d'apoptose et 46,2% de nécrose.

d) Réle de la protéine kinase C dans la réponse excitotoxique

Dans le but d'appréhender le role de l'inactivation de la PKC dans le mécanisme
excitotoxique, nous avons €tudi¢ I’effet d’un inhibiteur de cette enzyme sur la réponse des

cultures de neurones au glutamate.

Utilisée a 30 nM, la staurosporine n’altére pas la viabilité des neurones témoins
mais en présence de I’inhibiteur, les cultures de 6 jours deviennent sensibles au glutamate

avec une baisse de la viabilité de 34% (tableau 5).

Comme nous l'avons vu précédemment, la viabilité cellulaire a été
significativement diminuée de 30% dans les cultures de 13 jours au cours des 3 jours
suivant ’exposition au glutamate. La staurosporine seule n’altére pas la viabilité des
neurones témoins, comme pour les cultures de neurones de 6 jours. La baisse de viabilité,
observée 72 h apres la conjugaison du glutamate et la staurosporine, est identique a celle

observée avec le glutamate seul (tableau S).

Le tableau 5 résume ¢également les résultats des comptages de cellules
apoptotiques et nécrotiques que nous avons eftectués aprés exposition au glutamate, a la
staurosporine ou a la conjugaison du glutamate et de la staurosporine, sur les cultures de 6

et 13 jours.
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Viabilité cellulaire Nécrose Apoptose
Témoins 100,0 + 1,2 56+14 2,6 +0,6
Neurones de Glutamate 928+473 5,1+£0,7 3,0£0,5
6 jours Staurosporine 103,8 £0,5 9,0+ 14 10,3 £ 1,8%*
Glutamate + Staurosporine 66,7 + 3,2%* 17,0 +4,2%* 9,4 +4 1%
Témoins 100,0+ 2.6 149+23 41+1,1
Neurones de Glutamate 71,5+ 42%* 40,7 £ 2,3** 48+1,0
13 jours Staurosporine 95,5+27 16,2+1,9 4,0+ 0,6
Glutamate + Staurosporine 68,6 £ 2 1%* 41,0 & 4, 1** 46+0,7

Tableau 5 : Viabilité cellulaire, nécrose et apoptose analysées 72 h aprés exposition, des
cultures de neurones de 6 et 13 jours, au glutamate (100 uM). Influence de I’inactivation de la
protéine kinase C par la staurosporine (30 nM).

Les résultats de viabilité cellulaire sont exprimés en pourcentage par rapport aux témoins. Les résultats

d’apoptose et de nécrose sont exprimés en pourcentage par rapport au nombre total de neurones.

Valeurs moyennes + DS obtenues & partir de 3 a 5 expériences différentes. ** p < 0.01 (test de comparaisons
mulfiples de Dunnetf).



Comme dans les témoins, le marquage nucléaire au DAPI montre que la majorité
des neurones de 6 jours traités au glutamate présentent une fluorescence diffuse. On note
5,1% de cellules nécrotiques et 3% de cellules apoptotiques. Toutefois, la staurosporine
seule a augmenté significativement (10,3%) le taux d’apoptose par rapport aux témoins.
Compte tenu du fait que la staurosporine augmente par elle-méme le nombre de cellules
apoptotiques, le glutamate conjugué a la staurosporine n’a donc eu aucun effet sur
I’apoptose a ce stade de culture, le pourcentage enregistré étant de 9,4%. Le nombre de

cellules nécrotiques, par contre, a été augmenté a 17% (tableau 5).

Dans les cultures de 13 jours, on ne détecte pas d’augmentation d’apoptose a 72
h aprés exposition. Dans le méme temps, la densit¢ des cellules nécrotiques est
significativement plus élevée (40% pour les traités et 15% pour les témoins). La
staurosporine seule n’a pas d’effet et l’addition de staurosporine au glutamate,
contrairement a 6 jours, n’a pas modifié¢ les pourcentages de nécrose et d’apoptose. On
retrouve les 40% de nécrose et les 5% d’apoptose, observées apres exposition au

glutamate seul (tableau 5).
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2. Comparaison des effets des analogues du glutamate sur les
cultures de neurones de 6 et 13 jours

Apres 6 jours de culture, la teneur en protéines, la libération de LDH et le
métabolisme énergétique n’ont subi aucune altération a la suite d’un traitement par les
agonistes des récepteurs du glutamate utilisés dans cette étude (tableau 6, figures 22A et

23A).

Comme pour le glutamate lui méme, les cellules plus matures (13 jours in vitro)
se sont révélées plus sensibles au NMDA et a ’AMPA. Les neurones ont montré alors des
altérations morphologiques prononcées et le métabolisme énergétique a été définitivement
réduit a la fin du traitement par le NMDA. A 72 h, le prélevement spécifique de 2-DG a
été réduit de 126,4 a 88,9 nmol/mg de protéines et la viabilité cellulaire a baissé de plus de
20% comme apreés exposition au glutamate (tableau 6 et figure 22B). Alors que le
kainate altere trénsitoirement le métabolisme énergétique 24 h apres exposition et reste
sans effet a 72 h, le rrans-ACPD a entrainé une augmentation significative de la teneur en
protéines a 72 h apres exposition (18,7%) tout en préservant les caractéristiques

morphologiques et la viabilité cellulaire (tableau 6 et figure 23B).

3. Influence des antagonistes des récepteurs du glutamate

Afin d’analyser le role de 'excitotoxicité dans ia nécrose induite par I’hypoxie
dans les neurones de 13 jours, nous avons testé I'influence d'antagonistes des récepteurs
NMDA (MK-801) et non-NMDA (NBQX) utilisés a 5 et 10 uM, pour leur capacité a

bloquer les effets du glutamate.

Aux deux concentrations utilisées, le MK-801 et le NBQX ont protégé les

neurones de ’action du glutamate. En effet, a 72 h, le pourcentage de cellules viables était
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Viabilité cellulaire

Prélévement de 2-DG

Témoins 100,0 £ 1,2 105,3 £3,9
NMDA (100 uM) + KCI (50 mM) 97,1 +2,9 103,9 + 4,1
Neurones de AMPA (100 phg) 98,0 + 3,4 106,2 + 2,4
6 jours Kainate (100 uM) 97,4 43,1 107,0 + 2,0
trans-ACPD (100 uM) 102,2+29 108,6 + 3,7
Témoins 100,0 +£ 2,6 126,4 £2,1

NMDA (100 uM) + KCI (50 m) 78,0 & 2,0%* 88,9 + 3 8**
Neurones de AMPA (100 pr1) 81,7 4 2,2%* 1240+23
13 jours Kainate (100 uM) 93,6+438 123,9+2.5
trans-ACPD (100 uh) 102,1 3,6 1262 + 1,4

Tableau 6 : Viabilité cellulaire et incorporation de 2-DG[’H] analysées 72 h apres
exposition, des cultures de neurones de 6 et 13 jours, aux agonistes des récepteurs du

glutamate.

Les résultats de viabilité sont exprimés en pourcentage par rapport aux témoins. Les résultats de
prélevement de 2-DG sont exprimés en nmol/mg de protéines.
Valeurs moyennes + DS obfenues a partir de 5 expériences différentes. ** p < 0,01 (test de comparaisons

multiples de Dunnett).

NMDA : N-methyl-D-aspartate ; AMPA : o-amino-3-hydroxy-3-methyl-4-isoxazole propionate ; trans-
ACPD : frans-(+)-1-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylate.
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culture. * p < 0,05; **p < 0,01 par rapport aux témoins (test de comparaisons multiples de Dunnett).




identique aux témoins et les taux d’apoptose et de nécrose ont €té ramenés aux valeurs

témoins (15-17% de nécrose et 3-4% d’apoptose) (tableau 7).

La figure 14 illustre le fait que le MK-801, comme le NBQX, protégeait les
neurones. Les taux élevés de LDH enregistrés lors de ’exposition au glutamate ne sont

plus aussi importants aprés traitement par I’un des 2 antagonistes.

L’addition de MK-801 ou de NBQX au milieu durant [Phypoxie a
significativement réduit le pourcentage de neurones nécrotiques (d’environ 29% a 17-
18%), alors que celui des neurones apoptotiques était identique a celui des cultures
exposées a I’hypoxie seule (environ 8-9%). L’utilisation des antagonistes a entrainé une
augmentation de viabilité¢ cellulaire de 77,5% (hypoxie seule) a 95% (hypoxie +
antagoniste) (tableau 7). Les taux de LDH dans le milieu extracellulaire ont été également

réduit sous I’action des antagonistes (figure 14).
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Viabilité cellulaire Nécrose Apoptose
Témoins 100,0 £ 5,1 14,6 +2.9 3,8+0,7
Témoins + MK-801 1142+6,3 134+1,9 3,2+0,6
Témoins + NBQX 107,9+7,7 12,9425 33+0,7
Glutamate 69,7£5,5 418+29 41+1,1
Glutamate + MK-801 | 102,5 £ 8 4%* 15,2 & 2 4% 38416
Glutamate + NBQX 104,8 £ 4 5%* 17,4+ 1,7%% 3,610
Hypoxie 77,5+5,6 293+£3)5 89+ 1,7

Hypoxie + MK-801 95,2+ 3, 9% 17,6 + 2,8% 8,8+ 1,3°°

Hypoxie + NBQX 94,9+ 5 7* 18,1 £3,1* 82+1,5%

Tableau 7 : Effets des antagonistes (10 puM) des récepteurs du glutamate sur les
conséquences induites 72 h aprés une exposition de 6 h a ’hypoxie ou au glutamate.

Les résultats de viabilité cellulaire sont exprimés en pourcentage par rappor! aux (émoins. Les résullals
de nécrose ef d’apoptose sont exprimés en pourcentage par rapport au nombre total de neurones.

Valeurs moyennes = DS obtenues & partir de frois expériences différentes. °° p < 0,01 par rapport aux
“témoins + MK-801" ou “témoins + NBQX ™. **p < 0,01 et * p < 0,05 par rapport a I'hypoxie seule ou
glutamate seul (test de comparaison multiples de Dunnet).

NBQX: 6-nitro-7-sulphamoyl-benzo(f)quinoxaline-2.3 dione.



II. CONTRIBUTION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION
AUX CONSEQUENCES DE PHYPOXIE

Les résultats présentés précédemment montrent une sensibilité des neurones

immatures vis-a-vis de I'hypoxie qui se traduit par une mort neuronale retardée de type
_apoptotique.

Aussi, nous avons tenté d'approcher les mécanismes moléculaires mis en jeu dans
le devenir des cultures de neurones de 6 jours soumis a une hypoxie de 6 h en étudiant
I'expression de protéines susceptibles d'étre impliqués dans l'apoptose. Compte tenu du
role des facteurs de transcription dans la réponse cellulaire & une agression, nous avons
essentiellement orienté notre travail sur les protéines associées au facteur de transcription
AP-1 et sur limplication de la voie des JNK connue pour moduler l'activité de ce

complexe.

A. ETUDE DE L’EXPRESSION DES COMPOSANTS DU FACTEUR
DE TRANSCRIPTION AP-1 A LA SUITE D’UN EPISODE

HYPOXIQUE

1. Recherche des facteurs AP-1 dans les cultures primaires de
neurones

En utilisant la technique de retard sur gel, nous avons montré que [’activité de
liaison du facteur AP-1 a ’ADN existe aussi bien dans les cultures témoins que celles
ayant subi une hypoxie. Abolie par I’addition d’un excés d’oligonucléotides non marqués
possédant la séquence consensus AP-1, 'activité de liaison est restée inchangée en
présence de la sonde mutée (figure 24). Sur tous les films analysés, deux bandes non

spécifiques et de faible intensité ont été également détectées.
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Par comparaison avec les cultures témoins, les activités de liaison du facteur AP-1
ne semblent pas varier au cours de ’hypoxie/réoxygénation, sauf aprés 1 h d’hypoxie ou

une augmentation de I’intensité a été réguliérement observée (figure 24).

2. Expression des protéines appartenant aux familles Fos et Jun au
cours de ’hypoxie/réoxygénation

L’analyse immunohistochimique de la protéine c-Jun montre qu’elle est
surexprimée a 1 h apres le début de ’hypoxie. A la fin d’un épisode hypoxique de 6 h, son
expression est restée plus élevée qu’en normoxie, 1’élévation étant moins prononcée qu’a 1
h. Au cours de la réoxygénation, I’expression de la protéine a ¢été augmentée de fagon

soutenue (figure 25).

L'analyse par western blotting avec le méme anticorps a montré que la protéine c-
Jun est exprimée constitutivement et que ’hypoxie provoque une induction de cette
protéine (figure 26). Nous avons mis en évidence une augmentation des taux d’expression
de 265% apres ! h d’hypoxie. Elle atteint 50% a la fin d’une hypoxie de 6 h.
L’augmentation observée a 48 h post-réoxygénation est moins importante que la

surexpression observeée a 96 h (100%) (figure 26).

Les figures 27 et 28 montrent que I’expression de Jun B a été fortement stimulée
apres 1 h d’hypoxie (169%) et les taux sont restés élevés jusqu’a la fin de I’épisode
hypoxique (20%). lis ont ensuite diminué¢ de 13% par rapport aux témoins a 48 h post-
réoxygeénation. La protéine est restée détectable a la fin de la réoxygénation (96 h) mais, a
ce temps de ’expérience, aucune différence n’a pu étre observée entre les cultures témoins

et celles soumises a une hypoxie/réoxygénation.
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Aprés 1 h d’hypoxie, il a été également été détecté une augmentation de
Pexpression de Jun D (figures 29 et 30). Aucune différence n’a cependant été observée a
la fin de I’hypoxie par rapport aux témoins. Durant la réoxygénation, 1’expression de Jun

D a décliné fortement a 48 h (43%), tandis qu’elle était difficilement détectable a 96 h.

L’analyse immunohistochimique a montré que 1’expression de c-Fos est €levée
aprés 1 et 6 h d’hypoxie. Cette induction a persisté jusqu'a 48 h post-réoxygénation, alors
que l’intensité d’expression de la protéine était comparable a celle des témoins a 96 h

(figure 31).

Toutefois, alors que les immunoblots obtenus avec le méme anticorps ont révélé
la présence d’une bande de 62 kDa correspondant a c-Fos, une seconde bande d’environ
45 kDa a été détectée et pourrait correspondre a une Fra (Fos-related antigen) (figure
32). La protéine de 62 kDa a €té transitoirement induite apres 1 h (100%) et 6 h (109%)
d’hypoxie. Au cours de la période de réoxygénation, les taux de p62 c-Fos sont retournés
aux taux mesurés dans les cultures témoins a 48 h puis ont baissé de 42% a 96 h. Dans le
méme temps, il a été observé une augmentation de ’expression de la protéine de 45 kDa
pendant I"hypoxie, suivie d’une diminution a 48 h pour aboutir finalement a des valeurs
similaires aux témoins a 96 h. Nous avons, par ailleurs, utilisé¢ un anticorps (c-Fos K25)
dirigé contre les 4 protéines de la famille Fos (c-Fos, Fos B, Fra-1 et Fra-2) et
’immunohistochimie a montré une surexpression globale de ces protéines durant la
période d’hypoxie. Leur expression a été transitoirement plus faible a 48 h, U'intensité de
fluorescence augmentant par rapport aux témoins a 96 h (figure 33). Cet anticorps n’a

cependant pas permis d'obtenir des résultats reproductibles en western blotting.
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3. Activation des kinases JNKI1 et JNK3 au cours de
I’hypoxie/réoxygénation

Par I'utilisation d’un anticorps dirigé contre deux c-Jun N-terminal kinases, JNK1
et INK3, les résultats montrent que JNK1 est constitutivement exprimée dans nos cultures
primaires de neurones (figure 34). Néanmoins, son expression a baissé sensiblement apres
1 h d’hypoxie (-46%), tandis que la baisse atteignait environ 17% aprés 6 h d’hypoxie.
L’expression de JNK1 a transitoirement augmenté aprés 48 h de réoxygénation (48% par
rapport aux témoins) alors qu’a 96 h, nous avons enregistré¢ une baisse de 19% de

I’expression.

Par ailleurs, la bande de 54 kDa correspondant & JNK3 est apparue
transitoirement a 48 h aprés réoxygénation. JNK3 n’était pas exprimée par les cultures
témoins maintenues en normoxie. Absente durant ’hypoxie elle-méme, JNK3 a été tres

fortement induite 4 48 h pour disparaitre a nouveau a 96 h post-réoxygénation (figure 34).
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Figure 24 : Profil de Pactivité de liaison du facteur de transcription AP-1 a sa séquence
consensus spécifique au cours du temps dans les cultures de neurones témoins (T) et de
ceux exposés a un épisode d’hypoxie/réoxygénation. H: hypoxie, R: réoxygénation.

Le gel est représentatif de 3 préparations différentes. Sont représentées également::

- la migration de I’oligonucléotide marqué en absence d’extrait nucléaire.

- I'addition d’un excés d’oligonucléotides a consensus AP-1 non marqués (sonde non marquée).
- l'addition d’un excés d’oligonucléotides a consensus AP-1 muté non marqués (+ sonde mutée).



Figure 25 : Marquage immunohistochimique de la protéine c-Jun en fonction du
temps dans les neurones en culture primaire exposés a un épisode
d’hypoxie/réoxygénation.

T: témoin, H: hypoxie, R: réoxygénation.
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Figure 26 : Evolution de I’expression de la protéine c-Jun au cours d’un épisode
d’hypoxie/réoxygénation dans les neurones en culture primaire.
T: témoins, H: hypoxie, R: réoxygénation.

Le blot est représentatif de 3 préparations différentes. Les résultats correspondant aux analyses
densitométriques sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux témoins.
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Figure 27 : Evolution de I'expression de la protéine Jun B au cours d’un épisode
d’hypoxie/réoxygénation dans les neurones en culture primaire.
T: témoins, H: hypoxie, R: réoxygénation.

Le blot est représentatif de 3 préparations différentes. Les résultats correspondant aux analyses
densitométriques sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux témoins.



Figure 28 : Marquage immunohistochimique de la protéine Jun B en fonction du
temps dans les neurones en culture primaire exposés a un ¢épisode
d’hypoxie/réoxygénation.

T: témoin, H: hypoxie, R: réoxygénation.
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Figure 29 : Evolution de I’expression de la protéine Jun D au cours d’un épisode
d’hypoxie/réoxygénation dans les neurones en culture primaire.
T: témoins, H: hypoxie, R: réoxygénation.

Le blot est représentatif.de 3 préparations différentes. Les résultats correspondant aux analyses
densitométriques sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux témoins.



Figure 30 : Marquage immunohistochimique de la protéine Jun D en fonction du
temps dans les neurones en culture primaire exposés a un épisode
d’hypoxie/réoxygénation.

T: témoin, H: hypoxie, R: réoxygénation.



Figure 31 : Marquage immunohistochimique de la protéine p62 c-Fos en fonction
du temps dans les neurones en culture primaire exposés a un ¢pisode
d’hypoxie/réoxygénation.

T: témoin, H: hypoxie, R: réoxygénation.
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Figure 32 : Evolution de I’expression de la protéine p62 c-Fos au cours d’un
épisode d’hypoxie/réoxygénation dans les neurones en culture primaire.
T: témoins, H: hypoxie, R: réoxygénation.

Le blot est représentatif de 3 préparations différentes. Les résultats correspondant aux analyses
densitométriques sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux témoins. Noter que
anticorps c-Fos (4) était dirigé contre la protéine c-Fos de 62 kDa et les résultats ont révéié une
seconde bande avec un poids moléculaire apparent de 45 kDa.



Figure 33 : Marquage immunohistochimique des membres de la famille Fos (c-
Fos, Fos B, Fra-1 et Fra-2) en fonction du temps dans les neurones en culture
primaire exposés a un épisode d’hypoxie/réoxygénation.

T: témoins, H: hypoxie, R: réoxygénation.
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Figure 34 : Evolution de I’expression des kinases p46 JNKI1 et pS4 JNK3 au
cours d’un épisode d’hypoxie/réoxygénation dans les neurones en culture
primaire. T: témoins, H: hypoxie, R: réoxygénation.

Le blot est représentatif de 3 préparations différentes. Les résultats correspondant aux analyses
densitométriques sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux témoins.



B. ETUDE DE L’EXPRESSION DES PROTEINES DE LA FAMILLE

MYCA LA SUITE D’UN EPISODE HYPOXIQUE

Aucune vanation de 'expression de la protéine Max n’a été observée aux
différents temps étudiés au cours de I’hypoxie puis de la réoiygénation des neurones. A
titre d’illustration, la figure 35 montre que I’expression de Max aprés 48 h de
réoxygenation présente un niveau d’intensité de fluorescence similaire a celui observé dans

les cultures témoins au méme temps.

En revanche, I’analyse immunohistochimique des protéines c-Myc et Madl
montre que leur expression spécifique varie différemment au cours de
I’hypoxie/réoxygénation. Alors que I’expression de Madl est augmentée sensiblement
durant I’hypoxie (1 h et 6 h) puis au cours de la réoxygénation (48 h et 96 h) (figure 36),
celle de c-Myc a faiblement baissé aprés 1 h d’hypoxie. Elle a ensuite augmenté a 6 h
avant de diminuer progressivement pendant la période de réoxygénation (figure 37).
Toutefois, il est & noter que les variations d’expression de c-Myc sont faibles au cours de

I’hypoxie.
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Figure 35 : Marquage immunohistochimique de la protéine Max dans des neurones
en culture primaire exposés pendant 6 h a I'hypoxie et réoxygénés pendant 48 h.
T : témoins, H : hypoxie, R : réoxygénation.



Figure 36 : Marquage immunohistochimique de la protéine Mad en fonction du temps
dans les neurones en culture primaire exposés a un épisode d’hypoxie/réoxygénation.
T: témoin, H: hypoxie, R: réoxygénation.



Figure 37 : Marquage immunohistochimique de la protéine c-Myc en fonction du
temps dans les neurones en culture primaire exposés a un épisode
d’hypoxie/réoxygénation.

T: témoins, H: hypoxie, R: réoxygénation.



DISCUSSION
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I. EXAMEN CRITIQUE DU MODELE D’ETUDE

A. AVANTAGES

De nombreux laboratoires étudient les conséquences de ’hypoxie/ischémie en
utilisant des modeles in vivo qui permettent d’avoir une description globale des
phénomenes cérébraux consécutifs a ’agression. Cependant, la complexité du cerveau in
situ, la diversité phénotypique et 'influence des mécanismes adaptatifs ne permettent pas
toujours d’appréhender des mécanismes particuliers comme par exemple ceux impliqués
dans les conséquences de I’hypoxie seule ou encore la contribution d’un seul acide aminé

excitateur.

Pour s’affranchir des contraintes inhérentes aux modeéles /n vivo, 'utilisation de
cultures cellulaires de neurones offre un avantage certain. Les avantages des cultures
cellulaires consisﬁent en la possibilité de reproduire une étape d’un processus complexe
pour ’étudier indépendamment des autres. La culture permet de controler les conditions
expérimentales et de modifier I'environnement cellulaire a loisir, y compris par
introduction de molécules exogeénes dont on cherche a connaitre ’action. De plus, 1l est
possible de préparer des milieux de culture tres proches des milieux naturels et les milieux
de composition chimiquement définie permettent d’éviter I'influence de facteurs non

contrdlés tels que les molécules trophiques présentes dans le sérum.

En outre, le modele de culture primaire de neurones centraux de rat foetal,
développé au laboratoire, présente une pureté et une viabilité trés élevées (supérieures a
90% dans nos conditions expérimentales). Les neurones sélectionnés sont issus de
territoires cérébraux particuliérement sensibles a une privation en oxygene (hippocampe,
cortex et striatum). De plus, des <¢tudes morphologiques, biochimiques et
électrophysiologiques ont montré que les neurones en culture primaire présentent, dans
ces conditions les plus favorables, les mémes caractéristiques que leurs homologues in
situ. Ce type de modele permet d’éviter les problemes rencontrés dans les modéles in vivo

ou les effets d’une privation en oxygeéne peuvent étre masqués par des changements au
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niveau de la circulation sanguine. De plus, les différents éléments qui peuvent influencer
I’état métabolique des neurones via les hormones ou les changements dans la composition
du plasma (taux du glucose, par exemple) n'interviennent pas. Ce modele offre donc
’opportunité d’étudier dans les meilleurs conditions et avec toute la reproductibilité
nécessaire les effets d’une privation transitoire en oxygene sur les neurones centraux et

d’analyser ’influence de la maturation cellulaire.

B. LIMITES

Les modeles in vitro présentent des limites qui peuvent rendre difficile
I'interprétation des résultats. En particulier, ils ne permettent pas de conserver ni de
recréer la configuration tridimentionnelle ni la richesse des interactions entre les différents
¢léments en présence. Par ailleurs, la contribution des cellules gliales en réponse a
I’hypoxie/ischémie in vivo ne peut étre déni€e et il a été montré que les cellules ghales en
co-culture protégeaient les neurones des conséquences de divers types d’agression
(Mattson et Rychlik, 1990; Giulian ef al., 1993). Cependant, leur activation pourrait aussi
contribuer aux lésions neuronales (Giulian ef al., 1990; Gehrmann ef al., 1992, Beilharz ef

al., 1995), possibilité qui sera discutée lors de l'analyse de nos propres résultats.

De méme, un état pathologique in vivo ne peut étre reproduit fidélement dans sa
globalité par des cultures cellulaires. Ainsi, “les cellules en culture ne sont pas un organe,
el toute découverte utilisant les cultures est seulement un moyen de comprendre ce qui se
passe réellement in vivo” (Cestelli er al, 1992). Bien que le modéle
d’hypoxie/réoxygénation développé au laboratoire constitue un outil tout a fait adapté a
I'étude d'un organe aussi complexe que le cerveau, il est nécessaire de garder une certaine

prudence quant aux extrapolations in vivo.
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II. CONTRIBUTION DE DIEXCITOTOXICITE AUX

CONSEQUENCES D’UNE HYPOXIE TRANSITOIRE

A. NEURONES IMMATURES

Les dommages cérébraux consécutifs a [’hypoxie-ischémie ont été généralement
attribués aux AAE, le glutamate en particulier. Les propriétés excitotoxiques du glutamate
ont été incriminées dans de nombreuses perturbations neurologiques, y compris celles
associées a I’hypoxie. In vivo, dans les modéles d’hypoxie-ischémie périnatale, 1’animal
immature est trés sensible aux différents analogues du glutamate, particuliérement le
NMDA (MacDonald et Johnston, 1990). Une sensibilité maximale a été rapportée pour le
NMDA, I’AMPA et le kainate durant le développement (MacDonald ef al. 1988 ; Erdo et
Wolff, 1989). Certaines études réalisées in vitro ont également montré le développement
de P’excitotoxicité des AAE (Frandsen et Schousboe, 1990; Gunasekar et al., 1995,
Durkin ef al., 1996; Mizuta ef al., 1998). La susceptibilité neuronale a ’hypoxie-ischémie
au cours du développement serait corrélée a la sensibilité au NMDA. La vulnérabilité
particuliere du cerveau de l’animal immature vis-a-vis de [’hypoxie-ischémie pourrait
s’expliquer par la surexpression transitoire des récepteurs NMDA pendant le
développement cérébral (Johnston, 1993). En outre, dans un modele d’hypoxie foetale
chez le cobaye, une modification des sites modulateurs des récepteurs NMDA a été mise
en évidence (Mishra et Delivoria-Papadopoulos, 1992). De méme, une hypoxie réalisée in
utero, provoque ’augmentation du nombre de canaux sodiques voltage-dépendants dont
’ouverture est entrainée par les différents agonistes du glutamate dans le cerveau de rats
nouveau-nés (Xia et Haddad, 1994). Cependant, I’expression des récepteurs des AAE
n’est pas suffisante pour leur procurer la capacité de médier I’excitotoxicité et le glutamate
n’est certainement pas seul en cause dans l'origine des dommages neuronaux hypoxiques
ou ischémiques. En effet, les modeles d’hypoxie-ischémie (globale ou focale), les especes

animales étudiées, I'intégrité de la barriere hémato-encéphalique, la formation d’oedémes
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et les effets d’autres neurotransmetteurs sont autant de variables qui peuvent avoir une

influence sur le devenir neuronal aprés hypoxie-ischémie (Choi et Rothman, 1990).

Dans les cultures de neurones de 6 jours, le glutamate, utilisé a 100 pM pendant
6 heures, n’altére pas 'intégrité neuronale. Ni le métabolisme énergétique, ni la synthése
protéique ne sont modifiés et le marquage nucléaire par le fluorochrome DAPI ne montre

aucun signe de fragmentation de la chromatine associée au glutamate.

Au méme stade maturationnel des neurones in vitro (6 jours), une hypoxie de 6 h
qui diminue la PO, de 80% entraine une mort neuronale retardée. Dans nos conditions
expérimentales, les altérations caractéristiques de ’apoptose ont €té montrées, avec
notamment condensation de la chromatine et induction biphasique de la synthése
protéique. L’inhibiteur de la synthése protéique (CHX) a un effet bénéfique puisqu’il
inhibe la mort causée par I’hypoxie dans notre modéle et le devenir des neurones
immatures dépendrait de la synthese de macromolécules impliquées dans la mort cellulaire
programmeée (Shigeno er al., 1990; Pittman ef al, 1993; Bossenmeyer ef al, 1998).
Toutefois, la CHX ne protége pas totalement les neurones puisqu’elle augmente par elle-
méme le nombre de cellules nécrotiques. Cependant, sa présence au cours de ’hypoxie
abolit l’augmentation du taux d’apoptose normalement observée  apres
hypoxie/réoxygénation. Les taux de nécrose enregistrés dans les neurones hypoxiques
sont, quant a eux, similaires a ceux mesurés dans les neurones témoins maintenus en

normoxie.

Différents travaux ont montré que les antagonistes des récepteurs du glutamate
ne protégeaient pas nccessairement des dommages neuronaux dus & une privation en
oxygene (Aitken ef al., 1988, Schurr ef al, 1995) et la participation du glutamate dans
’hypoxie-ischémie est ‘de plus en plus remise en question (Hossmann, 1994; Uto ef al.,
1995). Les effets de ’hypoxie responsables de la mort neuronale emprunteraient des voies
indépendantes de ’activation des récepteurs du glutamate (Newell ef al., 1995). Une

¢tude a montré que la concentration extracellulaire du glutamate reste inférieure a 2 uM
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apres exposition des neurones en culture a une hypoxie de 7 heures (Uchiyama-Tsuyuki ef

al., 1995).

La participation d’un phénoméne de mort active de type apoptotique dans les
conséquences d’une hypoxie ou ischémie cérébrales est de plus en plus évidente (Linnik ez
al., 1993; Beilharz ef al, 1995; Islam ef al., 1995) et nos résultats concernant I’hypoxie

sur les cultures “immatures” vont dans ce sens.

Cependant, ’apoptose observée dans ces cultures ne s’accompagne pas de
dégradation internucléosomale de ’ADN décelable sur gel d’agarose par une image
caractéristique en échelle, suggérant qu’une telle dégradation n’est pas systématiquement
lie a la morphologie apoptotique. En effet, la fragmentation de PADN en échelle ne
permet pas a elle seule d’affirmer que la mort cellulaire est de type apoptotique et ce n’est
qu’en rassemblant différentes informations caractéristiques de ’apoptose qu’on peut s'en
assurer. En effet, la dégradation de 'ADN en oligonucléosomes, bien qu'utilisée par
plusieurs équipes, ne constitue pas une preuve en soi. Il a été suggéré que des
endonucléases intervenant dans la nécrose couperaient au niveau des sites
internucléosomaux, mimant ainsi la fragmentation en échelle; enfin, la présence d'apoptose
a été rapportée en l'absence de dégradation internucléosomale de I'ADN (Tominaga ef al.,

1993; Beilharz ef al., 1995; Walker et Sikorska, 1997).

Pour notre part, méme si la mort cellulaire d’origine hypoxique dans les neurones
de 6 jours ne s’accompagne pas d’une fragmentation en échelle, nous pouvons affirmer
qu’il s’agit d’une mort par apoptose. D’une part, nous avons détecté une morphologie
nucléaire caractéristique de I’apoptose grace a la technique de marquage par le DAPI.
D’autre part, nous avons observé une stimulation des taux de synthése des ARN et des
protéines ainsi qu'une inhibition de la mort neuronale en présence de cycloheximide, ce qui
refléte un phénomene programmé (Johnson et Deckwerth, 1993; Bossenmeyer ef al.,
1998). De plus, Bax et ICE, deux protéines dont 'implication dans ’apoptose a été

démontrée (Oltvai ef al., 1993; Yuan ef al., 1993; Kumar, 1995; Srinivasan ef al., 1996;
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Tamatani ef al.,, 1998) sont surexprimées dans notre modéle (Bossenmeyer ef al., 1993).

Tous ces arguments concourent en faveur d'un mécanisme apoptotique.

Par ailleurs, les hausses significatives de LDH consécutives a I’hypoxie peuvent
étre attribuées a ’apoptose. Non seulement, les taux détectés sont faibles, mais les cellules
engagées dans un processus apoptotique /n vitro perdraient leur contenu cytoplasmique
puisqu’elles ne seront pas phagocytées, a I'inverse de la situation in vivo ou les cellules

apoptotiques seraient phagocytées (Bonfoco ef al., 1995).

Comme précédemment mentionné dans le chapitre “Examen critique du modéle”,
notre modele fait appel a des cultures enrichies en neurones. Il permet ainsi d'étudier le
devenir des neurones et les mécanismes impliqués dans leur réponse a une agression
hypoxique, en dehors de I’intervention d'autres élements cellulaires tels les cellules gliales.
Cependant, alors que les cellules gliales peuvent exercer des effets neuroprotecteurs in
vivo, leur activation peut étre couplée a la mort neuronale par apoptose chez le rat
immature ou dans des modeles de coculture (Beilharz ef al., 1995; Tamatani ef al., 1998).
Des cytotoxines, comme [’oxide nitrique, le peroxyde d’hydrogene ou encore des
cytokines peuvent étre libérées par les cellules gliales et contribuer ainsi a la
dégénérescence neuronale (Urban ef al, 1986; Giulian ef al., 1990, 1993; Gehrmann et

al., 1992; Lees, 1993; Tamatani ef al., 1998).

Dans notre modele et en accord avec d’autres études (Wahl ef al,, 1991), les
neurones cultivés pendant 6 jours /m vitro expriment un systéme glutamatergique
fonctionnel et un nombre important de récepteurs (Oillet ef al, 1995). Nos résultats
montrent que les neurones sont résistants a la toxicité du glutamate alors qu'ils sont
sensibles a l'hypoxie (figure 38). En outre, le blocage de I'activité de la PKC par la
staurosporine rend les neurones de 6 jours vulnérables au glutamate et une autre étude in
vitro a montré que ’inhibition pharmacologique de la PKC rend les neurones corticaux

immatures de 6-8 jours vulnérables aux effets toxiques du glutamate (Durkin ez al., 1997).
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Figure 38 : Résumé des principaux effets d'une exposition de 6 h a une hypoxie ou
au glutamate des neurones centraux immatures (6 jours in Vvitro).



La perte de I’activité de la PKC membranaire apparait ainsi étre un processus
nécessaire a la médiation de la mort induite par les AAE dans les neurones en culture
(Durkin ef al, 1996, 1997). Les événements cellulaires faisant le lien entre I’influx
calcique induit par le glutamate et I’inactivation de la PKC ne seraient pas développés dans

les neurones immatures.

B. NEURONES “PLUS MATURES”

Lorsque les cultures de neurones ont été utilisées apres 13 jours in vifro, une
hypoxie de 6 h a induit une diminution significative de la viabilité cellulaire a partir de 24 h
post-réoxygénation et un efflux de LDH des la fin de I’hypoxie. Le métabolisme
énergétique €tait stimulé transitoirement a 6 h pour baisser ensuite progressivement, tandis
qu’une augmentation significative de la synthése protéique a été enregistrée uniquement a
48 h apres réoxygénation. Le nombre de neurones apoptotiques et nécrotiques a augmenté
progressivement et il était significativement plus élevé par rapport aux cultures témoins.
Lorsque I’hypoxie a été réalisée en présence de CHX, la viabilité a baissé de fagon non
significative par rapport aux cultures traitées a la CHX seule. Les taux élevés de nécrose

¢talent également identiques a ceux des témoins.

De méme, les neurones de 13 jours sont sensibles a 1’excitotoxicité induite par le
glutamate ou le NMDA. La toxicité du glutamate, utilisé a 100 pM pendant 6 h, est
caractérisée par des altérations morphologiques, une diminution de la viabilité cellulaire,
un efflux prononcé de LDH et une diminution du métabolisme énergétique, détectables dés

la fin de ’exposition.

L’action du glutamate est plus rapide que celle de I’hypoxie. L’acide aminé a
altéré les caractéristiques cellulaires dés la fin de lexposition, avec une diminution
progressive de la viabilité neuronale atteignant 30% a 72 h. De méme, le métabolisme
énergétique a ¢té définitivement réduit a la fin des 6 h d'exposition. Comparée a celle
enregistrée dans les témoins, l'incorporation de leucine tritiée a significativement diminué

de 20% 1 h apres le début de I'exposition. Elle est ensuite restée en dessous des valeurs



témoins. Contrairement aux cultures de 6 jours, le traitement par I’inhibiteur de la synthese
protéique n’a pas amélioré le devenir des neurones de 13 jours. En effet, dans ce cas, la
viabilité était davantage réduite et les taux de nécrose enregistrés sont restés élevés et

identiques a ceux correspondant au glutamate seul.

Nos résultats confirment la dépendance de 1’excitotoxicité médiée par le
glutamate vis-a-vis de 1’dge des cultures (Frandsen et Schousboe, 1990). Celle-ci pourrait
s’expliquer par la faible concentration intracellulaire en Ca’* dans le cerveau immature
associée a une conductance membranaire réduite pour ces ions, alors que dans les cellules

plus matures, 1’augmentation du Ca®" intracellulaire est soutenue (Wahl ef al., 1989).

L'inactivation de la PKC semble également impliquée dans l'excitotoxicité. En
effet, cette inactivation apparalt comme une conséquence commune aux modéles
d'ischémie focale et globale (Louis ef al., 1988; Cardell ef al., 1990, Crumrine ef al., 1990,
Domanska-Janik et Zalewska, 1992; Cardell et Wieloch, 1993). De plus, l'activité de la
PKC est réduite dans un modele d'ischémie simulée utilisant des tranches d'hippocampe
(Small ef al., 1996), de méme que dans les cultures de neurones corticaux exposées aux
AAE (Durkin ef al., 1996). La PKC serait inactivée par l'influx du Ca®" via les récepteurs
NMDA, AMPA et les récepteurs dépendants du voltage, l'utilisation d’agents bloquant les
canaux calciques, tels que la nifedipine et nitrendipine, empéchant I’inactivation de
’enzyme induite par les AAE et montrant des propri€tés neuroprotectrices (Durkin ef al.,

1996).

En outre, la perte d'activité de P'enzyme se produirait en absence de tout
changement dans les taux de PKC présents dans les membranes cellulaires et il a été
montré que le glutamate n’altére pas les taux de PKC dans les neurones en culture
(Vaccarino et al., 1987, Faravon ef al., 1990). Toutefois, ’analyse de la distribution de la
PKC dans les neurones /in vitro indique qu'une grande partie de ’enzyme associée a la
membrane est sous forme inactive. Ainsi, la résistance des neurones de 6 jours a
l'excitotoxicité observée proviendrait du blocage d'un ou plusieurs événements

responsables de l'inactivation de la PKC, vraisemblablement en aval de l'entrée du Ca™". Il
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est probable qu'apres stimulation des récepteurs du glutamate, l'inactivation de la PKC
membranaire serait li¢e a la présence d’un inhibiteur localisé au voisinage des récepteurs
du glutamate. Dans les membranes cellulaires, l'existence d'un inhibiteur endogene de la
PKC a ¢té rapportée (Chakravarthy ef al., 1995) et il est possible que certaines ou toutes

les PKC des neurones centraux en culture soient réduites par un tel composé.

Par ailleurs, I'inactivation de la PKC induite par le Ca®* dans les neurones “plus
matures” dépendrait de la présence de sous-unités particuliéres des récepteurs du
glutamate. Il est actuellement établi que les changements dans la composition des
récepteurs du glutamate est un processus important dans le cerveau de rat en
développement (Pellegrini-Giampetro ef al, 1991, Watanabe ef al, 1992; Cheng et al,
1994) et qu’une évolution temporelle similaire aurait lieu dans les cultures de neurones
(Mattson et al, 1991). Mizuta ef al. (1998) ont récemment rapporté que de tels
changements dans la composition des sous-unités des récepteurs participeraient a
I'émergence de la neurotoxicité liée au glutamate dans les neurones de souris en culture
primaire. Par conséquent, l'incapacité des récepteurs NMDA, AMPA et kainate a induire
l'inactivation de la PKC et la mort des neurones de 6 jours pourrait étre liée au statut des

différentes sous-unités des récepteurs qui differe de celui des neurones de 13 jours.

Toutefois, le profil des altérations cellulaires observées dans les neurones plus
matures apres exposition au glutamate contraste avec celui associé a ['hypoxie. En
particulier, nous avons observé une réduction persistante de la synthese protéique a partir
de 1 h apres l'addition du glutamate. Aussi, a 72 h post-exposition, le pourcentage de
cellules apoptotiques ne differe pas de celui mesuré dans les cultures témoins, alors que le
nombre de cellules nécrotiques est plus élevé, suggérant que le glutamate entralne un
processus nécrotique dans les cultures de neurones de 13 jours. En revanche, les
conséquences d’une hypoxie, a ce stade de maturation, impliqueraient aussi bien
I’apoptose que la nécrose. En effet, le nombre de cellules nécrotiques est trés important a
la fin de la période de réoxygénation et les changements séquentiels de la synthése
protéique, comme les effets de la CHX (bien qu’ils soient moins importants que dans les

neurones immatures) sont en faveur de la participation d’une composante génétique.
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Contrairement a ’hypoxie et a 'ischémie (Papas ef al., 1992; Linnik ef al., 1993),
I'excitotoxicité ne nécessiterait pas une synthése protéique de novo, dans la mesure ou un
inhibiteur de la synthése protéique (I’anisomycine) ne permet pas de réduire la
neurotoxicité médiée par les récepteurs du glutamate (Leppin ef al, 1992). Certains
auteurs ont néanmoins suggéré que ’activation des récepteurs du glutamate régulerait
’expression génétique dans les neurones en cultures primaires (Condorelli ef al., 1994;
Panchision ef al, 1995). D’autres ont montré que la mort neuronale par excitotoxicité
dans le cerveau immature impliquerait aussi bien ’apoptose que la nécrose (Portera-
Cailliau ef al., 1997). En outre, utilisation d’inhibiteurs de transcription, de traduction ou
encore des inhibiteurs d’endonucléases, dans des cultures de cellules granulaires du
cervelet exposées au glutamate, a montré que la mort neuronale induite par celui-ci ne

manifeste pas les caractéristiques de I’apoptose (Dessi ef al., 1994).

La figure 39 résume les principaux effets d'une exposition a ’hypoxie ou au
glutamate dans les cultures de neurones de 13 jours. Nos données montrent que
’exposition au glutamate au stade le plus mature induit un processus nécrotique des
cellules en culture, probablement consécutif a une perte de ’homéostasie calcique et une
surcharge en Ca®’, entrainant la lyse des cellules et la libération de leur contenu, reflétée
par une libération accrue de LDH. Parmi les agonistes des récepteurs du glutamate testés,
le NMDA s’est révélé le plus efficace pour induire la nécrose des neurones de 13 jours. A
ce stade de maturation, ’action des antagonistes des récepteurs suggere fortement que la
composante nécrotique de ’hypoxie est lice a un mécanisme excitotoxique. En effet, la
nécrose induite dans les neurones “matures” suite a I’hypoxie est beaucoup moins
importante en présence du MK-801 ou du NBQX que celle enregistrée aprés hypoxie
seule, les taux d’apoptose n’étant pas modifiés. De plus, la présence de MK-801 durant
’hypoxie diminue ’efflux de LDH, confirmant I’implication majeure de la nécrose induite
par le glutamate dans les dommages neuronaux a ce stade de développement. En présence
des antagonistes des récepteurs du glutamate, les taux extracellulaires de LDH consécutifs
a ’hypoxie restent plus élevés que les valeurs témoins, méme s’ils sont fortement réduits.

Comme nous I’avons mentionné précédemment, cela pourrait étre la conséquence de la
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Figure 39 : Résumé des principaux effets d'une une exposition de 6 h & une hypoxie
ou au glutamate des neurones centraux de 13 jours in vitro.



composante apoptotique de I’hypoxie, les cellules apoptotiques pouvant elles aussi libérer
la LDH dans des conditions de culture cellulaire. Il a été montré que les deux antagonistes
que nous avons utilisés protégeaient les neurones dans le cerveau adulte soumis a une
hypoxie-ischémie (Buchan et al, 1991; Pittman ef al., 1993; Schurr et al., 1995) et nos
résultats confirment la participation des récepteurs NMDA et non NMDA a la souffrance

neuronale (Frandsen ef al., 1989; Pelligrini-Giampietro ef al., 1994).

Comme pour les cultures de 6 jours, nous n’avons pas observé de fragmentation
internucléosomale d’ADN caractéristique de I’apoptose sur les gels d’agarose a la suite de
I’hypoxie, ce qui pourrait s'expliquer par le fait que la mort neuronale d’origine hypoxique

est a ce stade de maturation majoritairement de type nécrotique.

Ainsi, dans les cultures plus matures, les effets toxiques du glutamate différent en
partie de ceux d'une hypoxie transitoire dans le méme modele. Par conséquent,
'excitotoxicité du glutamate n’apparait pas comme une composante majeure des
dommages cellulaires observés. De plus, ces résultats soulignent 'importance du degré de

maturation des neurones dans ’origine des mécanismes lésionnels associés a ’hypoxie.

Il est actuellement établi que le cerveau immature tolére mieux des périodes
transitoires de privation en oxygene que le cerveau adulte (Duffy er al., 1975; Friedman et
Haddad, 1993). Cette propriété pourrait s’expliquer en partie par une induction génétique
et une expression protéique sélectives. Les excitotoxines, par contre, n’activeraient pas la
cascade apoptotique dans les cellules “immatures” comme dans les cellules “plus matures”

en cultures.



III. EXPRESSION DES FACTEURS DE TRANSCRIPTION

AU COURS DE I’HYPOXIE/REOXYGENATION

A. LE FACTEUR AP-1

Le complexe protéique AP-1 joue un role de régulateur transcriptionnel en se
liant a des séquences spécifiques présentes au niveau de nombreux génes. Aussi nous
avons tenté d’évaluer son role dans les effets de I'hypoxie transitoire sur les cultures de

neurones de 6 jours ou la mort programmeée semble jouer un role déterminant.

1. Expression basale

Nous avons détecté une liaison du facteur AP-1 a la fois dans les cultures témoins
maintenues en normoxie et celles exposées a I'hypoxie/réoxygénation. Ainsi, les neurones
en culture expriment spontanément le facteur AP-1 et les techniques d’ immunohistochimie
et de western blot révelent la présence des différentes protéines qui le composent dans les
neurones témoins. Il a été rapporté que les cultures primaires de neurones corticaux
expriment constitutivement certains composants du complexe AP-1 (Murphy ef al., 1991,
Barron ef al., 1995). Les genes c-fos, c-jun et jun B étant connus pour étre régulés dans le
cerveau en développement (Kaminska ef al., 1995), 'expression basale du facteur AP-1
dans les cellules neuronales refléterait des changements maturationnels dans les neurones
in vitro. Les protéines concernées coordonnent les altérations de I’expression des genes
cibles et, par conséquent, les modifications de I’activité neuronale (Murphy ef al, 1991;

Agoston ef al., 1995).

Si les facteurs de transcription contribuent au développement et a la plasticité des
neurones centraux, leurs cibles génétiques peuvent également participer a la mort cellulaire

spontanée. Dans notre modele, en effet, une petite fraction de neurones meurt
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naturellement par apoptose. In vivo, il a été montré qu’une forte expression de c-Fos et c-
Jun dans le cerveau de rat en développement est associée au programme de mort cellulaire

(Gonzalez Martin ef al., 1991, 1992; Ferrer et al., 1996, Messina ef al., 1996).

2. Altérations de la composition du complexe AP-1 au cours de
I'"hypoxie/réoxygénation

Dans les modeles expérimentaux d’hypoxie-ischémie, c-fos et c-jun sont activés
dans les neurones des régions cérébrales vulnérables et I’expression de c-Fos est
augmentée d’une maniére substantielle dans les neurones hippocampiques et corticaux
avant que ceux-ci ne dégénerent (An ef al., 1993; Gubits ef al., 1993; Munell et al., 1994).
L’ensemble des modifications d’expression observées dans notre modele d’hypoxie-

réoxygénation rejoint ces données.

Les variations des réponses cellulaires sont régies par activité de liaison du
complexe AP-1, essentielle pour la régulation génique, mais il est également envisageable
que les changements de la composition du complexe contribuent a ces modifications
(Hope et al., 1994, Kasof ef al., 1995; Kaminska ef al., 1996). L hypoxie/réoxygénation
induit des modifications séquentielles de I’expression des différentes protéines susceptibles
de faire partie du facteur AP-1. Toutes les protéines étudiées sont surexprimées apres 1 h
d’hypoxie suggérant que leur coexpression serait médiée par les mémes voies de
transduction et impliquant les mémes récepteurs. A ce titre, il a été rapporté une
stimulation des récepteurs glutamatergiques, dopaminergiques et adrénergiques ainsi
qu’une forte accumulation de Ca®" aprés hypoxie ou ischémie (Stein et Vannucci, 1988;
Gordon ef al,, 1990). Une telle expression généralisée des génes précoces n’est pas
nécessairement délétere pour les neurones dans la mesure ou une hypoxie de 3 h entralne
une induction génétique similaire sans affecter les neurones (Bossenmeyer-Pourié et al.,
1998, sous presse). De plus, comme I’apoptose induite par I’hypoxie ne semble pas
impliquer la toxicité du glutamate a ce stade de maturation (6 jours), Iinduction précoce

des facteurs de transcription observée apres 1 h d’hypoxie pourrait constituer un marqueur



de survie plutot que de souffrance neuronale. L hypoxie, a travers I'induction de génes
spécifiques, pourrait promouvoir la ré-entrée dans le cycle cellulaire qui nécessite aussi
bien les protéines Fos que Jun (Kovary et Bravo, 1991; Steller, 1995), ceci avant d'activer
le processus apoptotique quand l'agression est suffisamment sévére (Bossenmeyer-Pourié

el al., 1998, sous presse).

La suractivation prolongée de c-Jun a souvent été associée au phénomene
d’apoptose (Dragunow et al., 1993; Estus ef al., 1994, Ferrer ef al., 1996; Herdegen ef
al., 1997). A cet égard, nous avons montré aprés 6 h d’hypoxie puis pendant toute la
période de réoxygénation, une augmentation de I’expression de la protéine dans les
neurones ou les premiers signes d’apoptose commencent a étre décelables a partir de 48 h
post-réoxygénation. De plus, la suppression de cette expression par stratégie anti-sens ou
par I’administration d’anticorps anti-c-Jun permet d’éviter la mort cellulaire programmeée

des neurones en développement (Estus ef al., 1994; Ham et al., 1995).

En revanche, I'expression des autres composantes du complexe AP-1 varie
fortement durant [’hypoxie/réoxygénation. Alors que l'expression de Jun B et Jun D
décline progressivement apres une surexpression transitoire pendant |’agression
hypoxique, celle de c-Fos augmente de fagon soutenue au cours de I’hypoxie pour €tre
finalement pratiquement identique que dans les témoins a la fin de la période de
réoxygénation. De telles altérations spécifiques pourraient étre d’un intérét considérable
puisque divers travaux suggerent que cette activation des facteurs de transcription
influencerait les réponses neuronales et donc le devenir des neurones (Hope ef al., 1994;

Kasof ef al., 1995, Kaminska ez al., 1996).

L’orientation des cellules vers la survie ou ’apoptose serait régie par les
différentes combinaisons protéiques qui peuvent étre sous forme d’homo- ou
d’hétérodimeres. Les propriétés de liaison a I’ADN, la demi-vie des diméres et le contrdle
de la transcription sont ainsi d’un grand intérét. Par exemple, c-Jun est capable d’interagir
avec la protéine CREB et se fixer ainsi au site CRE. En présence de Fos, c-Jun a une

spécificité préférentielle pour le site AP-1 et ’association Fos-Jun B, contrairement aux
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autres combinaisons, aurait un rdle d’inhibiteur de la transcription. De méme, Fra-1 peut
causer la répression de la transcription médiée par SRE (Rauscher ef al., 1988; Chiu e al.,
1988; Sonnenberg et al, 1989, Schutte ez al, 1989; Morgan et Curran, 1991). En
conséquence, les réponses cellulaires, qu’elles soient immédiates ou retardées, peuvent
étre interprétées comme des processus de relations directes et indirectes entre des facteurs

de transcription variés.

La figure 40 illustre les interactions possibles entre les différentes protéines de la
famille AP-1 qui participeraient a la mort neuronale par apoptose a l'issue des 96 h de

réoxygénation.

B. IMPLICATION DE JNKI ET JNK3 DANS LA MORT

NEURONALE D’ORIGINE HYPOXIQUE

Les modifications post-traductionnelles sont d’une grande importance quant au
devenir des cellules en réponse a un stimulus environnemental. Aussi bien /n vivo qu’in
vitro, les kinases JNK dont I’activité est régulée par différents stress, pourraient contribuer
a Iinduction de I’apoptose neuronale en phosphorylant la protéine c-Jun (Chen ef al.,
1996a.b; Virdee ef al., 1997). Dans notre modele, I’expression de JNK1 est réduite durant
’hypoxie. Elle augmente sensiblement au moment de ’apparition des premiers signes
d’apoptose et de I’induction de JNK3 (48 h). L’hypoxie entraine donc une activation
retardée des deux JNK étudiées. Associée a la surexpression de c-Jun, cette activation
précede la mort neuronale apoptotique dans ce modele. Cette association a été démontrée
dans de nombreux systemes mais la participation de JNK dans Papoptose reste
controversée a I’heure actuelle. Alors que certaines études ont montré I'implication de la
cascade des JNK dans l’apoptose, suggérant que I’activation des SAPK/INK est
nécessaire au processus apoptotique (Xia ef al., 1995; Verheij ef al., 1996), d’autres ont
postulé que I’activation de JNK n’est pas nécessaire (L.enczowski ef al.,, 1996; Virdee et
al., 1997) ou encore insuffisante (Park et al., 1996; Virdee ef al., 1997). Par ailleurs, une
étude récente souligne le role potentiel de JNK3, qui est sélectivement exprimée dans le

systéme nerveux central, dans la réponse cérébrale au stress. En effet, la déficience du
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Figure 40 : Interactions possibles entre protéines des familles Fos et Jun intervenant
potentiellement dans la composition du facteur de transcription AP-1 a la fin de 1'épisode
d'hypoxie-réoxygénation.

D'aprés nos résultats, la mort neuronale d'origine hypoxique pourrait étre médi€e par des
dimeéres c-Jun-c-Jun et c-Fos-c-Jun et, peut-étre dans une moindre mesure, associant la
protéine Jun B. Jun D ne semble pas ou peu impliquée dans ce mécanisme. En revanche, la
participation des Fras et Fos B nécessite d'étre étudiée par leur analyse individuelle.



géne JNK3 entraine la résistance des neurones de I"hippocampe vis-a-vis de ’apoptose
(Yang ef al, 1997). De plus, la translocation nucléaire de JNK3 est spécifiquement
observée dans les neurones cérébraux sensibles des patients humains présentant des
désordres hypoxiques, suggérant que JNK3 peut représenter une voie de signalisation

critique dans I’agression induite par I’hypoxie (Zhang ef al., 1998).

En outre, la phosphorylation de la protémne pro-apoptotique p53 par JNK1, JNK2
et INK3 jouerait un role important dans la transduction du signal vers le noyau en réponse
aux stimuli environnementaux (Hu ef al. 1997). Ainsi, les activités de p53 et c-Jun seraient

modulées par les INK en réponse a un signal apoptotique.

En conclusion, des altérations dynamiques des différentes composantes du facteur
AP-1, en association avec [’activation retardée de JNK1 et de JNK3, sont induites par
I’hypoxie et pourraient contribuer a la mort des neurones par apoptose. Ces données
supportent I'idée que I’activation retardée des JNK, spécialement JNK3, peut participer
aux dommages neuronaux consécutifs a ’hypoxie transitoire dans le cerveau en

développement.

C. EXPRESSION DES PROTEINES DE LA FAMILLE MYC

L’analyse immunohistochimique des protéines de la famille Myc ne montre pas de
variation notable de ¢c-Myc au cours de 1’épisode d’hypoxie/réoxygénation, sauf a 96 h
post-réoxygénation ou I’inhibition est évidente. Ceci suggére que c-Myc ne jouerait pas
un role déterminant dans les dernicres étapes conduisant a la dégénérescence neuronale.
Toutefois, son expression est inhibée au cours de l'hypoxie ce qui suggére que pendant
’agression, les diméres Max-Mad prédomineraient. Ces derniers auraient plutdt un rdle

d’inhibiteurs de la transcription médiée par Myc-Max.
Ces résultats sont en accord avec ceux de Rosenbaum e al. (1994) qui ont

montré que ’antisens de c-myc n’a pas d’effet sur apoptose induite par ’hypoxie dans les

cultures de ganglions cervicaux supérieurs de rats nouveau-nés, ce qui laisse penser que le
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géne c-myc n’interviendrait pas dans la cascade entrainant la mort cellulaire. Cependant, c-
myc est généralement considéré comme un gene pro-apoptotique dans des types cellulaires
tels que les fibroblastes ou les lignées lymphoides (Heikkila et al., 1987; Shi ef al.,, 1992,
Fanidi ef al, 1992) et les études de I’implication de c-myc dans la mort neuronale

d’origine hypoxique sont rares.
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Un des objectifs de notre travail consistait a étudier D'influence de I'état
maturationnel des neurones en culture sur les réponses cellulaires induites a court et a
moyen terme par une agression hypoxique. Nos résultats ont montré que les neurones
“immatures” (6 jours in vifro) sont sensibles a [’hypoxie et que cette sensibilité se traduit
par une mort neuronale de type apoptotique. En revanche, les cultures de neurones “plus
matures” (13 jours in vitro) présentent une sensibilit¢ différente a I'hypoxie transitoire dont

les conséquences impliqueraient a la fois I’apoptose et la nécrose (figures 38 et 39).

De plus, nous avons montré que les neurones “immatures” sont résistants a la
toxicité du glutamate et d’agonistes sélectifs de ses récepteurs (NMDA, AMPA/kainate et
tfrans-ACPD), bien que dans nos conditions expérimentales, les neurones expriment des
récepteurs glutamatergiques fonctionnels. La résistance des neurones immatures a
excitotoxicité serait en partie due a leur incapacité a développer un processus permettant
I'inactivation de la protéine kinase C, événement qui semble nécessaire a la médiation de

’excitotoxicité {figure 38).

A P'inverse des neurones “immatures”, les neurones “plus matures” apparaissent
sensibles au glutamate et a ses analogues. Cette sensibilité se traduit essentiellement par un
processus nécrotique. Aussi, les effets du glutamate ne correspondent pas a ceux de
’hypoxie & ce méme stade de maturation (13 jours) puisqu’une hypoxie transitoire induit
aussi bien I’apoptose que la nécrose et que les modifications fonctionnelles étudiées suite

aux deux agressions sont différentes (figure 39).

Dans nos conditions expérimentales, il semblerait qu’il n’y ait pas de régulation
génétique associée au processus excitotoxique dans les cultures de neurones primaires et
que la composante génétique soit impliquée plutot dans la réponse a ’hypoxie. Toutefois,
I’hypoxie dans les cultures “matures” utiliserait un mécanisme excitotoxique médié aussi
bien par les récepteurs NMDA que non-NMDA, [’action des antagonistes MK-801 et

NBQX protégeant les neurones de la souffrance cellulaire.



En résumé, ces résultats suggerent que ’excitotoxicité du glutamate n’aurait pas
un role majeur dans les dommages hypoxiques décelés dans les neurones encore
immatures et soulignent ’importance du degré de maturation des cellules nerveuses en

culture dans leur sensibilité aux agressions.

La perturbation de la biosynthése neuronale des ARN et des protéines avec des
variations multiphasiques caractéristiques et le développement d’une mort neuronale par
apoptose des cultures de 6 jours soulignent la participation d’une composante génétique
dans un épisode hypoxique. L’étude de I’expression du facteur de transcription AP-1, par
sa capacité a se fixer a son site de liaison au niveau de I’ADN, révele sa présence dans
notre modele. Une approche “supershift” devrait nous permettre d’établir exactement les
modifications dynamiques de sa composition, susceptibles de jouer un réle non négligeable
dans les conséquences de l’agression hypoxique. Néanmoins, nous avons pu étudier
Pgxpression des protéines dy fagteur AR-1 individuslioment par immunahistachimie ¢t par
western blot. L'augmentation persistante de l'expression de la protéine c-Jun durant toute
la période d’hypoxie puis au cours de la réoxygénation fait apparaitre clairement que cette
protéine jouerait un role essentiel dans la mort neuronale retardée observée dans le
modele. Parallélement, I’augmentation de ’expression de p46 JNK1 et surtout I’induction
transitoire de p54 JNK3 au moment de l’apparition des premiers signes d’apoptose
constituent probablement un des événements clés du mécanisme de dégénérescence
d’origine hypoxique. En outre, il semblerait que le proto-oncogéne c-myc ne serait pas
impliqué dans ce mécanisme bien que la protéine Max pourrait se dimériser avec Myc ou

Mad1 dans ce modéle d’hypoxie/réoxygénation.

La voie de transduction des signaux de la membrane plasmique vers les facteurs
de transcription au niveau du noyau n’est pas complétement établie. En ce sens et pour
compléter cette étude, il est envisageable d’étudier I'implication éventuelle des autres
voies associées aux MAPK, a savoir ERK et p38 et d’analyser ainsi leur possible

contribution a l'apoptose induite par une hypoxie. L’identification des signaux
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responsables est cruciale dans la mesure ou ils définissent les cibles génomiques

responsables de la survie ou de la mort neuronale.

Par ailleurs, I’implication des radicaux libres dans de nombreuses pathologies est
maintenant acceptée (Cohen, 1988; Balazs et Leon, 1994) et les caractéristiques du
cerveau en font une cible privilégiée de ’attaque radicalaire au cours d’un stress oxydatif.
Le cerveau est ainsi particuliérement exposé a la production de radicaux dérivés de
Poxygene dont les conséquences délétéres connues impliquent des modifications de
structure. L’implication de la production d’entités réactives a pu étre mise en évidence

dans I’ischémie cérébrale ainsi que dans les dommages neuronaux d'origine épileptique.

Afin d’établir un modele pathologique cohérent qui nous permettra a terme de
proposer des stratégies thérapeutiques, des travaux complémentaires pourront s’articuler
autour des entités réactives dérivées de I’oxygene qui s’accumulent durant hypoxie et au
cours de la réoxygénation dans notre modele (Oillet ef al., 1996). Dans ce sens, il a été
rapporté qu’une réoxygenation progressive a des effets protecteurs par rapport a une
réoxygénation rapide (Sher et Hu, 1992), confirmant le role que pourraient jouer les
radicaux libres dans la mort neuronale d’origine hypoxique. De plus, I'inactivation
d’enzymes protectrices vis-a-vis des radicaux libres par 1’iodoacétate entraine une mort
neuronale retardée indépendamment de la voie excitotoxique (Uto ef al., 1995). Il s’agira
d’étudier le systéme de défense développé par les neurones au cours de
I’hypoxie/réoxygénation en analysant I’expression des enzymes tels que la superoxyde
dismutase et la catalase, ainsi que la production intracellulaire de l'oxide nitrique (NO).
L'étude du potentiel délétére du NO au cours de I'hypoxie/réoxygénation serait d'un grand
intérét vu l'importance de l'activité de la NO synthase et de la production du NO dans la
mort neuronale d'origine hypoxique-ischémique (Verrecchia ef al., 1994; Mésenge ef al.,

1996; Grandati ef al., 1997) ou non (Estévez ef al., 1998).
L’étude du facteur de transcription NFxB pourrait également aider a la

compréhension des mécanismes de dégeénérescence neuronale suite a une privation en

oxygene. L’activation du facteur NFkB implique la phosphorylation et la dégradation de
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son partenaire IxkB dans le cytoplasme permettant la translocation de NFkB vers le noyau
pour se lier a son motif d’ADN (Baeuerle et Baltimore, 1996). Alors que 'implication des
modifications d’expression de NFxB dans les désordres neurologiques a été suggérée, le
réle direct de l’activation de ce facteur est moins établi (Kaltschmidt ef al,, 1993). La
régulation de genes pro-apoptotiques par NFkB semble étre un événement de la mort
neuronale retardée, mais il a €té rapporté que NFxB serait un facteur de survie neuronale
(Taglialatela er al., 1997). Enfin, Pactivit¢ de NFxB, comme celle d’AP-1, suggere
Pimportance de [’homéostasie oxydative dans le systéme nerveux en coordonnant
I’expression génétique impliquée dans les mécanismes de mort neuronale activés par le
stress oxydatif. Par ailleurs, 1l est évident que le calcium joue un rdle prépondérant dans la
cascade apoptotique, mais certains travaux incriminent aussi 'AMPc dans la régulation de
la réponse neuronale (Rehfuss ef al. 1991; Vaccarino et al. 1993; Firth ef al. 1995).
L'analyse des effets de 'hypoxie sur la production d'AMPc est a envisager en corrélation

avec l'expression des facteurs CREB/ATF.

Une €tude réalisée au laboratoire (Bossenmeyer-Pourrié ef al. 1998, sous presse)
a montré que les neurones s'engagent dans un processus de mort neuronale ou de
neurogenese selon la durée de l'épisode hypoxique. Alors dans les deux conditions

d'hypoxie (3 h et 6 h), nous envisageons de réaliser les objectifs décrits ci-dessus.

En conclusion, en dehors de ’analyse par western blot des protéines de la famille
Myc qui viendrait compléter nos résultats, les principales perspectives qui se dégagent de
ce travail consisteraient a prolonger ’étude du facteur de transcription AP-1, par la
recherche des modifications dynamiques de sa composition qui se produisent au cours de
I’épisode d’hypoxie/réoxygénation par la technique de supershift. Cette recherche pourrait
¢galement étre réalisée dans les cultures de neurones de 13 jours qui présentent une
réponse différente de celle des neurones de 6 jours apres hypoxie. L’activation du facteur
NF«B associ€e a I’étude des mécanismes de défense enzymatique au cours de ’hypoxie et
surtout pendant la réoxygénation pourront également étre appréhendées et il serait
intéressant d’envisager une étude de la participation des différentes voies des MAPK dans

la réponse du cerveau en développement a ’hypoxie.
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D'un autre coté, plusieurs travaux souligent l'importance des cellules gliales dans
les dommages neuronaux (Beilharz ef al., 1995; Tamatani ef al, 1998). Aussi, serait-il
interessant d'étudier leur rdle sur les trois versants: stress oxydant, apoptose et
excitotoxicité en s'intéressant particuliérement a ’oxide nitrique, le peroxyde d’hydrogene
et certaines cytokines peuvant étre libérées par ces cellules (Giulian ef al, 1990, 1993,

Lees, 1993; Tamatani ef al., 1998).
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specifically in mature central neurons through a necrotic process. Mol. Genet. Metab.

(1998) 63:142-147.

Chihab R., Ferry C,, Koziel V., Monin P., and Daval J.L.. Sequential activation of AP-1-
related transcription factors and JNK protein kinases may contribute to apoptotic death
induced by transient hypoxia in developing brain neurons. Mol. Brain Res. (1998). Sous

presse.

Bossenmeyer C., Chihab R., Muller S., Schroeder H., and Daval JL.
Hypoxia/Reoxygenation induces apoptosis through biphasic induction of protein synthesis

in cultured rat brain neurons. Brain Res. (1998) 787:107-116.
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Résumé

En dépit des progres en obstétrique et néonatologie, I’encéphalopathie hypoxique-ischémique périnatale demeure
une situation pathologique majeure a l'origine d'événements métaboliques et hémodynamiques aux répercussions
immédiates et a long terme. La suractivation des récepteurs glutamatergiques causée par la libération excessive du
glutamate est un des mécanismes proposés dans la médiation des dommages hypoxiques-ischémiques. Cependant, le rdle
de cet acide aminé excitateur dans les conséquences de I’hypoxie est aujourd’hui discuté. Un des objectifs de notre travail
était d’évaluer la contribution de I’excitotoxicité liée au glutamate aux désordres cérébraux engendrés par 4 un épisode
hypoxique. L’hypoxie serait plus délétére chez le nouveau-né a terme que chez le prématuré et il a été rapporté que les
animaux jeunes résistent mieux a une privation en oxygene que les adultes. En ce sens, nous avons étudié I’influence de la
maturation cellulaire sur le devenir des neurones suite 4 une exposition 4 I’hypoxie ou au glutamate, Dans un second
volet, nous avons analysé la séquence d’expression de certains facteurs de transcription impliqués dans l'adaptation
cellulaire et dont I’interaction avec I’ADN influence la transcription génétique et donc le devenir neuronal. Nous avons
également appréhendé une des voies de signalisation, celle des JNK (c-Jun N-terminal kinases).

Les études ont été réalisées in vitro sur un modéle utilisant des cultures de neurones centraux issus de territoires
connus pour étre sensibles (hippocampe, cortex, striatum) d’embryons de rat de 14 jours. L’agression hypoxique a été
provoquée pendant 6 h par incubation des neurones, utilisés 4 deux stades de maturation (6 jours et 13 jours), dans une
atmospheére dépourvue d’oxygene (95% N»-5% CO,). Par ailleurs, les effets du glutamate ont été évalués par addition au
milieu de culture de l'acide aminé ou d'agonistes de ses récepteurs (100 uM). Les neurones ont été étudiés immédiatement,
puis 24 h et 72 h aprés traitement. La viabilité cellulaire a été mesurée par la méthode au MTT (3-(4,5-dimethythiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide), le métabolisme énergétique par la mesure du prélevement de 2-D-
désoxyglucose[’H] (2DG), et la synthése protéique par I’incorporation de leucine[*H]. L’apoptose et la nécrose ont été
analysées par incorporation nucléaire d’un fluorochrome, le 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).

Les résultats montrent que la viabilité et les caractéristiques fonctionnelles des neurones de 6 jours n’ont pas été
altérées par 1’exposition au glutamate ou a ses analogues. Par contre, leur sensibilité a 1’hypoxie s’est traduite par un
hypermétabolisme transitoire, une augmentation biphasique de la synthése protéique et par le développement d’un
phénomene d’apoptose, lequel a été pratiquement aboli par un traitement avec un inhibiteur de la synthése protéique, la
cyclohéximide (CHX, 1 pM). A ce stade, les neurones deviennent toutefois vulnérables au glutamate lorsqu’ils ont été
traités par un inhibiteur de la protéine kinase C (staurosporine, 30 nM). Dans les cultures de neurones de 13 jours,
I’hypoxie a induit une faible augmentation de I’apoptose (8,2%), tandis que le taux de nécrose atteignait 22,3%, 72 h
apres exposition. Le glutamate a réduit durablement le métabolisme énergétique dés la fin de I’exposition (26%). Alors
que sous l'effet du glutamate, le taux d’apoptose est resté identique a celui des témoins, le pourcentage de nécrose a
augmenté sensiblement pour atteindre 40,7% a 72 h aprés exposition. L’inhibition soutenue de la synthése protéique et
I’absence d’effet protecteur de la CHX confirment les résultats obtenus avec le DAPIL. En outre, le traitement des neurones
de 13 jours par des antagonistes des récepteurs NMDA et non-NMDA (respectivement MK-801 et NBQX, 10 pM) les a
protégé de la nécrose induite par le glutamate et 1’ hypoxie.

Ainsi, les neurones “immatures”, bien qu’ils possédent un systeme glutamatergique fonctionnel, sont résistants a
la toxicité du glutamate alors qu’ils sont sensibles a I’hypoxie. La perte de I’activité de la protéine kinase C semble étre un
processus nécessaire pour médier 1’excitotoxicité. En revanche, dans les neurones “plus matures”, les effets de 1"hypoxie
ne correspondent pas exactement a4 ceux engendrés par le glutamate, tandis que la composante nécrotique de I’hypoxie
serait médiée par ce dernier.

L'apoptose se développe via un programme dépendant de la syntheése de macromolécules et implique 1'expression
de geénes capables de réguler les événements associés 4 la mort cellulaire. Sur les cultures de neurones de 6 jours, nous
avons analysé par immunohistochimie et western blotting les effets de I'hypoxie/réoxygénation sur l'expression des
protéines de la famille Myc (c-Myc, Max et Madl) ainsi que celles liées au complexe nucléoprotéique AP-1, 4 savoir c-
Fos, c-Jun, Jun B et Jun D.

Alors que I'expression de Max n'a pas été altérée au cours de 1'hypoxie/réoxygénation, celle de c-Myc a été
réprimée jusqu’a 96 h post-réoxygénation suggérant que cette protéine ne jouerait pas un rdle actif dans la mort neuronale
induite par 1’hypoxie. L’expression des produits protéiques qui composent le complexe AP-1 a subi des variations
séquentielles, 4 I'exception de c-Jun dont I’expression a ét¢ augmentée de fagon soutenue tout au long de I'étude.
L’activité de liaison du complexe AP-1 a été détectée dans les neurones en culture. Par conséquent, les modifications
dynamiques de la composition d’AP-1 et l'induction persistante de c-Jun pourraient étre impliquées dans la mort
neuronale retardée d’origine hypoxique. Par ailleurs, 1'expression constitutive de JNK1 a diminué durant I’hypoxie pour
ensuite augmenter transitoirement a 48 h aprés réoxygénation, ceci parallélement & ’apparition de JNK3 et des premiers
signes d’apoptose.

L’activation retardée de JNK1 et JNK3 couplée 4 ’expression soutenue de c-Jun suggérent I'implication de la
voie JNK dans la signalisation cellulaire entrainant I’apoptose induite par une hypoxie transitoire dans les neurones du
cerveau en développement.

Mots clés : cultures de neurones - développement - hypoxie/réoxygénation - excitotoxicité - apoptose - nécrose - facteurs
de transcription - c-Jun N-terminal kinases - protéine kinase C
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