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I. L'HYPOXIE/ISCHEMIE

1) Généralités

L'hypoxie consiste en une réduction de l'apport d'oxygene du sang vers les tissus.
Dans un cadre clinique, elle survient essentiellement lors de I'asphyxie ou une difficulté, voire
un arrét de la respiration, se traduit par une privation en oxygene (anoxie) et une baisse de la

pression partielle de I'oxygéne dans le sang (hypoxémie).

L'ischémie, pathologie apparaissant généralement a la suite d'un trouble circulatoire et
caractérisée par une diminution de la quantité de sang perfusé vers l'organe, se traduit
également par une hypoxie au niveau tissulaire. Le terme d'hypoxie/ischémie est utilisé pour
désigner deux processus étroitement associés et produisant des effets similaires, en particulier
au niveau cérébral (fig.1). L'ischémie s'accompagne en outre d'une privation de glucose, tandis

que I'hypoxie perturbe le métabolisme énergétique sans altérer l'apport en glucose.

2) L'hypoxie/ischémie périnatale

2.1.un cas particulier

11 a été établi depuis longtemps que le cerveau du nouveau-né résiste mieux a une privation en
oxygene que celui de l'adulte. Cette observation a été confirmée par de nombreuses études
réalisées chez plusieurs espéces, une telle tolérance diminuant avec I'dge. Ainsi, par opposition
a l'adulte, l'effet d'une hypoxie sur I'homéostasie ionique dans les neurones cérébraux du
nouveau-né est en général peu marqué, avec une période de latence relativement plus longue

avant que n'apparaissent les premiers troubles (Haddad & Jiang, 1993).

Les principales différences entre les cerveaux nouveau-né et adulte pouvant étre a l'origine de
la moindre sensibilité a l'agression bypoxique/ischémique en période périnatale sont les
suivantes (Volpe, 1995):

-métabolisme énergétique cérébral plus faible chez le nouveau-né, avec un taux d'utilisation de
IATP plus réduit, ce phénomeéne ¢tant probablement secondaire a une activité synaptique

moindre de la cellule nerveuse encore immature



-accumulation peu marquée de métabolites toxiques comme le lactate, grice a la persistance de

voies métaboliques utilisant le lactate et les corps cétoniques

-utilisation plus importante de la glycolyse anaérobie (caractére foetal)

-résistance de la fonction cardiaque, avec une adaptation cardiovasculaire plus efficace

-meilleure homéostasie ionique, possibilité de modifications de 1'équilibre acido-basique

Cependant, si I'hypoxie persiste ou s'aggrave, les processus de défense du nouveau-né peuvent
s'avérer insuffisants car la glycolyse anaérobie ne peut étre utilisée que pour une courte durée,

apreés quoi elle aboutit a trois conséquences graves (Pontonnier & Grandjean, 1985):

(1) la diminution de production de l'énergie, du fait du faible rendement énergétique de la
glycolyse anaérobie: en effet, alors que I'oxydation aérobie d'une molécule de glucose aboutit a
un gain de 36 molécules d'ATP, le catabolisme anaérobie de cette méme molécule ne produit
que 2 molécules d'ATP. En absence d'oxygene, pour générer I'énergie qui leur est nécessaire,
les tissus dotvent donc augmenter leur catabolisme glucidique. Dans le neurone ou le stock en
ATP est hmité, la poursuite de l'anoxie va conduire progressivement a la déplétion en

phosphates riches en énergie.

(2) I'épuisement des réserves glycogéniques cellulaires, localisées principalement, au niveau

cérébral, dans les cellules gliales dont le role est essentiel pour le fonctionnement du neurone

(3) l'acidose métabolique, générée par l'accumulation de lactate issu de la dégradation du
glucose en acide pyruvique, lequel en absence d'oxygéne n'est plus décarboxylé et va se
transformer en acide lactique. Au-dela d'un certain seuil de pH, la cellule ne peut plus effectuer

la glycolyse anaérobie; le pH incompatible avec la survie est évalué a 6,9 environ.
2.2.pathogenese

Le déficit dans I'approvisionnement cérébral en oxygéne est la cause premiére de
I'encéphalopathie hypoxique/ischémique. Deux mécanisme pathogéniques sont a l'origine de ce

déficit: I'hypoxémie et l'ischémie, cette demiére apparaissant dans les données expérimentales

et cliniques comme la plus importante (Volpe, 1995).
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L'un comme l'autre de ces mécanismes pathogéniques résultent dans la plupart des cas d'une
asphyxie qui conduit a des désordres biochimiques et métaboliques. Ainsi, I'asphyxie intra-
utérine est la plus fréquente source de I'encéphalopathie hypoxique/ischémique au cours de la
période périnatale (Gray et al/, 1993), avec l'insuffisance respiratoire a la naissance comme
facteur d'hypoxémie sévére, liée au syndrome de détresse respiratoire ou a des apnées
récurrentes, et I'imsuffisance cardiaque comme facteur d'ischémie, liée a une maladie cardiaque
congénitale ou a un choc infectieux, ou encore les shunts cardiovasculaires avec persistance

d'une circulation de type foetal aprés la naissance.

2.3.spécificité régionale

Il est bien établi que certaines régions du cerveau de méme que des types cellulaires spécifiques
sont particuliérement sensibles a de bréves périodes d'hypoxie/ischémie cérébrale. Il a ainsi été
distingué des régions cérebrales vulnérables vis a vis d'une ischémie globale (Globus et a/,
1991). Les types cellulaires les plus vulnérables correspondent aux cellules pyramidales de la
région CA1l de l'hippocampe (Benveniste ez a/, 1988; Mitani & Kataoka, 1991) et a certains
neurones du striatum (Obrenovitch ef al/, 1993; Hillered ef a/, 1989) ou du cortex cérébral
(Shimada ef a/, 1993; Goldberg & Choi, 1990).

2.4.manifestations neuropathologiques

Les caractéristiques neuropathologiques de l'encéphalopathie néonatale hypoxique et/ou
ischémique varient considérablement avec I'age gestationnel de I'enfant, la nature des 1ésions, le
type d'intervention et d'autres facteurs. Quoi qu'il en soit, il existe certaines lésions basales dont
la reconnaissance fournit matiére a la caractérisation clinique de diverses pathologies (Volpe,
1995).

2.4.1.nécrose neuronale sélective

Cette Iésion neuronale caractéristique est la manifestation la plus répandue dans
'encéphalopathie hypoxique/ischémique néonatale, coexistant souvent a des degrés divers avec
les autres types de lésion. Elle conduit a la destruction des neurones par un processus
nécrotique, provoquant la formation de cavités en particulier dans le cortex cérébral. D'autres
régions vulnérables sont I'hippocampe (principalement les cellules pyramidales), les noyaux de
la base (noyau caudé, putamen et globus pallidus), le thalamus, le cervelet (cellules de

Purkinje) et certaines régions de la moélle épiniére.
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2.4.2.status marmoratus

Cette Iésion implique la mort des neurones glutamatergiques des noyaux de la base et du
thalamus. Elle est la moins fréquente des manifestations citées, et atteint davantage les

nouveau-nés a terme que les prématurés.

2.4.3 1ésion cérébrale parasagittale

Elle se caractérise par une nécrose bilatérale caractéristique des neurones du cortex cérébral et
de la substance blanche sous-corticale. C'est la principale 1ésion ischémique des nouveau-nés a

terme.

2.4.4 leucomalacie périventriculaire

Cette lésion se produit essentiellement chez le prématuré et dans une moindre mesure chez le
nouveau-né a terme présentant des troubles de la fonction cardiorespiratoire. Elle se
caractérise par une destruction de type nécrotique de la substance blanche adjacente aux

ventricules latéraux.

2.4.5 nécrose cérébrale ischémique focale

Cette 1ésion de type nécrotique est associée a l'aire de distribution des vaisseaux cérébraux et
se caractérise par une dégénérescence neuronale a localisation spécifique, essentiellement
unilatérale, avec une étiologie variée incluant en particulier une thrombose veineuse. Un tiers

seulement de ces lésions provient d'une asphyxie périnatale.

2.5.problémes liés a la réoxygénation

L'enrichissement de l'apport d'oxygéne dans l'air mspiré, ou oxygénothérapie, est la méthode la
plus répandue du traitement de I'hypoxie néonatale. Son efficacité a été démontrée dans le
traitement des acces de cyanose chez les prématurés, diminuant le taux de mortalité, et ses
effets bénéfiques sur la respiration périodique du prématuré, souvent associée a l'apnée, et sur

l'adaptation de la circulation pulmonaire a la vie extra-utérine sont indiscutables (Duc, 1985).

Cependant, son utilisation n'est pas sans risques et nécessite un étroit contrdle. En effet, I'exces

d'oxygene, comme le manque, ont été associés a des complications tragiques. Dans le cas d'un
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exces d'oxygéne apparaissent des effets néfastes comme la fibroplasie rétrolentale, une
rétinopathie dont I'incidence augmente a la suite de traitements a de trop fortes concentrations
d'oxygene (supérieures a 40%), la dysplasie bronchopulmonaire et 'hémorragie pulmonaire. Un
manque d'oxygene accroit la mortalité et la fréquence de la maladie des membranes hyalines et
de la diplégie spastique. 1l est malaisé de définir un taux optimal d'oxygéne pour une thérapie
efficace et sans dangers, la pression artérielle d'oxygéne chez un méme sujet pouvant étre
extrémement variable dans le temps, ces variations étant particulierement importantes au cours

du syndrome de détresse respiratoire.

Ainsi, "I'histoire de ['utilisation de l'oxygéne en Neéonatalogie permet d'affirmer seulement
que trop d'oxygene est associé a une augmentation de la fréquence de la fibroplasie
rétrolentale et trop peu a une augmentation du taux de mortalité et des troubles
neurologiques chez les survivants, sans qu'il soit possible de définir quantitativement les
limites critiques de la pression artérielle d'oxygene ou ces complications sont les moins
fréquentes' (Duc, 1985).

3) Modeles d'étude

L'utilisation de divers modeles d'hypoxie est nécessaire pour déterminer les effets de la
privation d'oxygene sur le fonctionnement cérébral et pour évaluer les hypothéses quant aux
mécanismes sous-jacents a son action délétére pour la cellule nerveuse. A cette fin, des
modeles tant in vivo que in vitro ont été mis au point soit en limitant I'apport d'oxygéne, soit en

diminuant la capacité des tissus a utiliser 'oxygéne.

+ 3.1.modéles in vivo

De nombreux résultats expérimentaux proviennent d'études réalisées sur des animaux entiers,

utilisés a divers stades du développement.

Dans les modeles foetaux, une hypoxie i/n utero a pu étre réalisée en plagant des femelles
gestantes dans une chambre isobare en atmosphére contrdlée (Vierck & Meier, 1963). Une
ischémie peut étre déclenchée par la ligature des vaisseaux sanguins ombilicaux
(Wigglesworth, 1964).
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De la méme maniére, des études post-natales ont été mises en ceuvre soit en plagant les
animaux dans une chambre en atmospheére contrélée, en abaissant le taux d'oxygeéne externe
(Slotkin et al, 1986), soit en ligaturant une artére carotide (Mitani & Kataoka, 1991,
Obrenovitch ef al, 1993) ou, plus directement, une artére cérébrale (Wahl ef a/, 1994; Hillered
et al, 1989), ce qui entraine l'ischémie, soit en combinant ces deux techniques hypoxie et
ischémie (Rice et a/, 1981), soit enfin par l'injection d'une substance neurotoxique excitatrice
(Marret ef al, 1995).

Les études réalisées sur les modeles in vivo pour l'analyse des conséquences d'un épisode
hypoxique/ischémique cérébral périnatal ont ainsi permis de montrer que certaines fonctions
cellulaires sont irréversiblement compromises, parmi lesquelles le métabolisme énergétique et
la synthése protéique. Ces altérations conduisent a la dégénérescence de populations
neuronales spécifiques dans des territoires cérébraux particulierement sensibles a une privation
en oxygene comme lhippocampe, le cortex cérébral ou le striatum (Benveniste ez al, 1988;
Shimada ef al, 1993; Obrenovitch er al, 1993). Par ailleurs, ces modéles sont considérés
comme étant bien adaptés pour I'étude des séquelles neurologiques et comportementales a long
terme (Hermans et al, 1992).

Cependant, l'interprétation des résultats a partir des modéles in vivo demeure difficile lorsqu'on
s'intéresse aux mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu, du fait de la diversité des
phénotypes cellulaires rassemblés dans le cerveau et interagissant entre eux, de l'interférence de
parametres périphériques ou centraux difficiles a maitriser et de la présence de systémes
d'autorégulation et/ou d'adaptation (par exemple ceux de la fonction cardiovasculaire, mis en

cause dans la réponse de I'organisme a une situation hypoxique et/ou ischémique).

Ainsi, I'introduction ou la variation d'un paramétre exogéne (l'impact de la manipulation de
l'animal, comme par exemple I'anesthésie, sur ses fonctions vitales ou encore l'injection d'un
compos¢ pharmacologique) peut conduire a la perturbation d'une telle diversité de systémes

que la réponse recherchée sera peu quantifiable, difficile a analyser puis a interpréter.

De ce fait, devant la grande complexité du cerveau in situ et afin d'appréhender de fagon plus
fine les mécanismes moléculaires et cellulaires de la réponse a l'agression
hypoxique/ischémique, il est apparu nécessaire, pour contourner ces problémes, de mettre au
point des modeles simplifiés in vitro.
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* 3.2.modéles in vitro

Des modéles expérimentaux in vitro ont été mis au point a partir de préparations tissulaires ou

de cellules dissociées puis mises en culture.

Permettant un meilleur contrdle des conditions expérimentales, ces techniques ont rendu
possible I'étude plus fine et plus poussée des mécanismes de la mort neuronale consécutive a
une agression hypoxique/ischémique. Deux types principaux de modeles in vitro peuvent étre

distingués, les coupes de cerveau et les cultures cellulaires.

3.2.1.coupes de cerveau

Des tranches de cerveau sont maintenues en survie dans une chambre d'immersion et peuvent
étre soumises soit a une hypoxie seule, par modification de la composition gazeuse de
l'atmosphére d'incubation, soit a la combinaison d'une hypoxie et d'une aglycémie en

supprimant le glucose dans le liquide de perfusion (ischémie simulée).

Ce modéle est trés adapté pour la caractérisation de l'activité électrique des neurones en
réponse a une hypoxie/ischémie puis au cours de la phase de réoxygénation car ['organisation
des réseaux neuronaux est conservée (Takata & Okada, 1995; Rice et a/, 1981). Il est aussi
utilisé pour des études biochimiques et morphologiques a court terme (Paschen & Djuricic,
1995), mais demeure de pratique moins aisée que les cultures de cellules du fait de

I'hétérogénéité des populations cellulaires subsistant dans les coupes de cerveau.

3.2.2.cultures cellulaires

Les cellules du systéme nerveux central de mammifére peuvent étre cultivées par dissociation
de types cellulaires embryonnaires peu différenciés. Les cultures ainsi réalisées sont dites
primaires, une seule population de cellules ne servant qu'une fois pour une durée limitée et ne
pouvant pas étre repiquée du fait de la différenciation des types neuronaux. Selon les
conditions de culture, elles comportent un seul type cellulaire, neuronal ou glial (culture pure),
ou une combinaison des deux (culture mixte). Dans le second cas, de méme que pour les
coupes de cerveau, il est impossible d'attribuer tel ou tel mécanisme a un phénotype particulier.
Cependant, bien qu'il soit admis que les cellules gliales en co-culture avec les neurones
protegent ces derniers des conséquences délétéres de divers types d'agression, il a également

été montré que la microglie pouvait participer a la mort neuronale retardée induite par

15



lischémie (Lees, 1993). Les neurones et les astrocytes résistent plus ou moins a une hypoxie
ou i une ischémie, cette variabilité dépendant du type cellulaire et du type de culture, pure ou
mixte, les astrocytes étant trés résistants a I'hypoxie et protégeant les neurones en coculture
(Sochocka et al, 1994).

11 existe également plusieurs lignées cellulaires immortalisées, telles que les cellules PC12 du
phéochromocytome de rat, trés utilisées du fait d'une grande maniabilité (Froissard & Duval,
1994; Carroll et al, 1992), mais dont les caractéristiques ne sont pas purement neuronales et

qui ne présentent pas les propriétés des cellules du cerveau immature.

Le développement des techniques de culture en milieu défini a permis d'isoler un phénotype
particulier de cellules cérébrales, comme les neurones centraux dans notre étude, et de le
maintenir dans des conditions garantissant la croissance et la différenciation (Cestelli et al,
1992). Le neurone est supposé fonctionnel au méme titre que celui intégré au tissu cérébral
intact, par exemple dans l'expression de protéines telles que les récepteurs membranaires (Oillet
et al, 1995), ou dans son activité électrique (Ramakers et al, 1993) et métabolique (Daval ez
al, 1991).

I est alors possible de perturber I'environnement physique ou chimique de ces cellules, en
modifiant le mélange gazeux d'incubation ou en les exposant a un agent pharmacologique pour
une durée et une concentration données. L'ensemble des parametres expérimentaux étant
controlé, I'étude porte sur les effets d'une seule variable a la fois ou sur l'interaction de
plusieurs variables dans le méme temps, par exemple en soumettant les cellules a une hypoxie
et a une privation en glucose (ischémie simulée), et en testant l'influence d'autres parameétres,

comme la température.

La possibilité de contrdler et de modifier les paramétres expérimentaux dans les cultures de
cellules en font un outil de choix pour I'étude des mécanismes cellulaires et moléculaires de la
mort neuronale consécutive a l'agression hypoxique/ischémique, permettant I'établissement d'un
modele conceptuel de base. Néanmoins, les résultats issus des approches in vitro sont a
replacer dans le cadre physiologique intégral de I'animal entier et sont donc complémentaires

de ceux issus de l'expérimentation in vivo.
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4) Mécanismes cellulaires impliqués dans les conséquences de I'hypoxie

4.1.troubles du métabolisme énergétique

L'ischémie, qui résulte de l'interruption du débit sanguin, induit non seulement un déficit en
oxygene mais aussi une réduction de l'apport de substrats métaboliques, en particulier le
glucose. Par ailleurs, il est couramment admis que la mort cellulaire qui suit une privation en
oxygene est liée a une baisse marquée de la production de phosphates énergétiques issus de la
glycolyse anaérobie (Haddad & Jiang, 1993; Volpe, 1995). Du fait de la limitation de leurs
réserves énergétiques, les neurones sont particuliérement vulnérables en milieu hypoxique. La
déficience en ATP, nécessaire a la synthése de macromolécules et de lipides et a l'activité de la
plupart des transporteurs membranaires, produit des troubles fonctionnels et une altération des
structures cellulaires. Ainsi, l'activité neuronale électrique est réduite avec disparition des
potentiels d'action (Nabetani er al 1995), tandis que la synthése protéique chute
progressivement (Paschen & Djuricic, 1995).

Il a été montré par ailleurs que l'inhibition de l'activité de la chaine respiratoire mitochondriale,
pendant lischémie et au-dela, lors de la reperfusion, est une cause majeure de la déplétion en
ATP (Almeida ef al, 1995).

Enfin, I'évolution du métabolisme énergétique pendant et aprés I'hypoxie a été étudiée dans des
neurones centraux de rat en culture, en mesurant le transport du 2-désoxyglucose (Daval e? al,
1991). Ces travaux ont montré qu'une augmentation du métabolisme énergétique accompagne
I'excitation neuronale pendant I'hypoxie, tandis qu'apres le retour en normoxie le métabolisme

chute parallelement a I'apparition des premiers signes de dégénérescence.

4.2.impact sur 'environnement ionique
L'ischémie est a l'origine d'une redistribution des ions de part et d'autre des membranes du

neurone, affectant leurs gradients physiologiques de concentration et perturbant leur

homéostasie. Ceci implique une dérégulation de leurs systémes de transport.
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4.2.1.effets de I'hypoxie/ischémie sur les systémes membranaires de transport des ions

La déplétion en énergie lors de I'hypoxie/ischémie, a la suite du blocage de la phosphorylation
oxydative mitochondriale, de la diminution de l'apport en glucose et de l'épuisement des
réserves d'ATP, conduit a l'inhibition de systémes de transport actif des ions a travers les
membranes cellulaires, lesquels dépendent des taux en ATP et sont responsables de
I'établissement et du maintien des gradients de concentration ioniques transmembranaires.
Cette inhibition fonctionnelle est a l'origine de perturbations de I'homéostasie ionique, laquelle
est particuliérement importante dans une cellule excitable telle que le neurone (Haddad &
Jiang, 1993). Parmi les systemes de transport des ions sensibles a 'hypoxie, le plus important
est la Na/K"-ATPase. 1l s'agit d'une pompe ionique membranaire dont I'activité est lide aux
taux d'ATP et par ailleurs grande consommatrice d'énergie. Sa fonction consiste a rejeter
activement le sodium hors de la cellule, tout en pompant le potassium extracellulaire vers le
cytosol. Elle participe ainsi a des fonctions membranaires essentielles dépendant des gradients
ioniques transmembranaires, comme l'excitabilité neuronale en déterminant les potentiels de
membrane, permet les transports, couplés au sodium, de divers acides aminés (dont le
glutamate), du glucose et d'autres ions a travers des systémes échangeurs tels que les
transporteurs Na™/H" et Na®/Ca2™,

A Topposé, d'autres systémes de transport des ions sont activés, au moins transitoirement, par
les effets secondaires a I'hypoxie. Ces demiers participent aux mécanismes de défense
enclenchés par la cellule agressée, mécanismes qui limitent la dépolarisation, diminuent
l'excitabilit¢ membranaire et la consommation d'oxygéne pendant la période d'hypoxie. Ainsi,
une baisse des taux d'ATP active des canaux potassiques et inactive des canaux sodiques
sensibles a I'ATP, tandis que l'augmentation du calcium intracellulaire active des canaux
potassiques dépendant du calcium (Haddad & Jiang, 1993).

Globalement, ces perturbations résultent en une augmentation du potassium extracellulaire, un
influx sodique et calcique suivi de l'entrée d'ions chlorures et d'eau, produisant un gonflement
cellulaire et l'apparition de dommages.

4.2.2.influx du calcium: hypothése calcique
L'hypothése calcique avance qu'une surcharge intracellulaire en calcium se produit pendant

I'hypoxie et induit une cascade d'événements qui entraine la mort cellulaire (Siesjd et al, 1991;
Siesjo & Bengtsson, 1989; Meyer, 1989).
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Dans une cellule au repos, lion calcium est présent a faible concentration, car il est en
permanence refoulé dans le milieu extracellulaire contre un gradient de concentration, et il est
stocké dans plusieurs organites cellulaires comme le réticulum endoplasmique, les
mitochondries et le noyau. La distribution du calcium crée un gradient €lectrochimique élevé
de part et d'autre de la membrane plasmique. L'homéostasie calcique est capitale pour la
cellule, le calcium étant impliqué dans d'importantes fonctions régulatrices de la transmission

nerveuse, jouant le role de second messager dans la transduction du signal.

De nombreuses fonctions cellulaires recquierent ainsi des élevations réduites et transitoires du
calcium intracellulaire, mais une augmentation ample et soutenue est dommageable pour les
cellules nerveuses (Orrenius ef al, 1989). Par activation de systémes enzymatiques incluant des
protéases, des lipases et des endonucléases, le calcium entraine une série de réactions
cellulaires autotoxiques, a savoir la dégradation des lipides membranaires par I'activation de la
phospholipase C, lhydrolyse du cytosquelette et la formation de radicaux libres dérivés de
l'oxygene, une dépolarisation accrue du neurone et la libération d'acides aminés excitateurs.
L'amplification de [linflux calcique et le développement d'un cercle vicieux conduisent
finalement a la mort cellulaire.

L'élévation du calcium intracellulaire pendant lhypoxie reléve de différents mécanismes

étroitement asSOCi€s:

(1) a partir du compartiment extracellulaire, une entrée du calcium a travers d'une part des
canaux calciques voltage-dépendants ouverts par la dépolarisation induite par lhypoxie, et
d'autre part des canaux couplés aux récépteurs NMDA activés par la libération d'acides aminés
excitateurs (voir chapitre IIT)

(2) une libération de calcium a partir des stocks intracellulaires, avec mise en jeu dans le méme
temps des protéines de liaison du calcium, dont la capacité de fixation de l'ion est réduite par
l'acidose mtracellulaire liée a I'hypoxie

(3) une inhibition du transport membranaire du calcium vers le compartiment extracellulaire,
mécanisme essentiel du maintien de 'homéostasie calcique, effectué normalement par les
pompes calciques ATP-dépendantes (a activité ATPase membranaire) et par les échanges
sodium/calcium dépendant du gradient sodique transmembranaire. Ces deux systémes sont en
effet sensibles a lhypoxie (déplétion en ATP, déplacement des courants ioniques avec
perturbation des gradients transmembranaires), et il a été rapporté une inversion de l'échange
sodium/calcium pendant l'hypoxie concourant ainsi a linflux calcique général (Waxman et a/,
1991)
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L'hypothése calcique dans la toxicité cellulaire consécutive a I'hypoxie/ischémie est confortée
par diverses observations, en particulier l'accumulation de calcium intracellulaire pendant
I'hypoxie (Choi, 1988; Marcoux et al, 1990; Goldberg & Choi, 1990), le role protecteur des
bloqueurs des canaux calciques et des chélateurs du calcium extracellulaire et l'effet bénéfique
de faibles taux de calcium extracellulaire dans les modéles dhypoxie in vitro (Goldberg et al,
1986).

Par ailleurs, le calcium est un important médiateur des effets néfastes d'une exposition a des
doses élevées du glutamate, lequel provoque l'entrée de cet ion dans la cellule (Frandsen &
Schousboe, 1993). Or, l'augmentation du glutamate extracellulaire est un trait essentiel de

I'agression hypoxique/ischémique, comme nous le verrons ci-apres.

4.3.r6le des acides aminés excitateurs: hypothése excitotoxique

Le role critique du glutamate dans la médiation de la mort neuronale hypoxique/ischémique a
¢été établi par de nombreuses données expérimentales; la description détaillée des mécanismes
impliqués ne sera abordée que dans le chapitre III. Dans cette partie, nous nous bomerons a
présenter les observations initiales a l'origine de 'hypothése excitotoxique, indépendamment

des processus en cause.

4.3.1.nécessité d'une structure synaptique

Une observation cruciale a été faite dans des neurones dhippocampe en culture, lesquels
étaient résistants a une anoxie prolongée avant la formation des synapses, mais devenaient trés
sensibles au méme type d'agression apres la synaptogenése, les neurones matures se détériorant
en I'absence d'oxygéne (Rothman, 1983). D'autre part, en bloquant l'activité synaptique de ces
neurones par addition de fortes concentrations de magnésium, les effets déléteres de I'anoxie
étaient supprimés (Clark & Rothman, 1987). L'activité synaptique serait donc nécessaire pour
que l'hypoxie conduise a une mort neuronale. Le role particulier du glutamate,
neurotransmetteur important des neurones de l'hippocampe, a été démontré par le fait que la
section in vivo des voies glutamatergiques afférentes aux régions CAl de l'hippocampe
s'opposait a la neurodégénérescence provoquée par l'hypoxie/ischémie (Pulsinelli, 1985;
Benveniste ef al, 1988).
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4.3.2 accumulation du glutamate extracellulaire

Durant la phase aigué d'une ischémie cérébrale focale produite par l'occlusion unilatérale d'une
artére cérébrale moyenne, diverses substances tant neurotoxiques (aspartate, glutamate,
dopamine) que neuroprotectrices (taurine, GABA, adénosine) sont libérées dans le liquide
extracellulaire (Hillered ez a/, 1989).

L'élevation des taux d'acides aminés excitateurs a la suite de l'ischémie/hypoxie a été observée
aussi bien dans les modéles in vivo, par les techniques de microdialyse (Shimada ez a/, 1993;
Wahl ef al, 1994; Benveniste e al, 1984), que dans les modeéles in vitro, par le dosage du
glutamate dans les milieux de culture (Drejer et a/, 1985; Uchiyama-Tsuyuki et al, 1995).

La libération de glutamate dans le milieu extracellulaire apparait donc comme une conséquence
de lischémie, tant sur le neurone (Rothman & Olney, 1986; Sochocka ef al, 1994) que sur
l'environnement glial (Ogata et al, 1995; Drejer ef al, 1985). Cet effet est parallele a I'inhibition
de la recapture du glutamate pendant Thypoxie/ischémie (O'Neill et al, 1994), tandis que les
neurones survivant a une hypoxie (Sher & Hu, 1990) ou a une ischémie (Koyama ef al, 1995)

présentent une activité accrue de ces systémes de recapture.

4.4.production de radicaux libres: le stress oxydatif

Le role crucial des radicaux libres issus de l'oxygéne dans la médiation de la mort cellulaire
suivant l'exposition a I'hypoxie/ischémie a été établi lors d'études de différents modeles tant in
vivo que in vitro. Il a en effet été montré une augmentation significative de la production de
radicaux hbres dans le systéme nerveux central, que ce soit pendant la phase anoxique, pendant
la reperfusion/réoxygénation, ou méme plus tardivement lorsque les conditions initiales sont

restaurées.

La nature, l'origine, les effets cytotoxiques ainsi que les mécanismes d'action de ces radicaux
libres seront passés en revue dans le chapitre suivant.

4.5.schéma récapitulatif

Les évenements moléculaires et cellulaires a l'origine de la mort neuronale retardée a la suite de

I'hypoxie/ischémie sont résumés ci-contre (fig.2).
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II. LES RADICAUX LIBRES DERIVES DE
L'OXYGENE

1) Définition

Un radical libre est un atome ou une molécule comportant un électron non apparié¢ sur une
orbitale externe. Ainsi, plusieurs espéces de dérivés réactifs de l'oxygene tels que l'anion
superoxyde Oy, le peroxyde d'’hydrogéne HyO, et le radical hydroxyle OH- sont produits

dans des systémes biologiques par le biais de mouvements d'électrons (fig.3).

2) Cytotoxicité

De par leur configuration spéciale, les radicaux libres sont extrémement réactifs et sont
capables de transformer ou de convertir nombre de molécules ou de composés cellulaires
comme les acides gras des lipides membranaires, les protéines, 'ADN, pouvant alors générer
de nouveaux radicaux libres par une réaction en chaine, ce qui va résulter en des lésions

irréversibles de 1a cellule.

Dans les conditions physiologiques normales, la cellule produit des radicaux libres (production
basale) sans qu'une accumulation de ceux-ci n'atteigne un seuil critique ou ils deviennent
toxiques, cela grice a des mécanismes de défense par l'action combinée d'enzymes
détoxifiantes (superoxyde dismutase, catalase) et d'antioxydants biologiques (glutathion,
vitamine C, vitamine E, composés thiol, stérols). L'affaiblissement de ces mécanismes de
défense a la suite d'une perturbation du métabolisme cellulaire, de nature exogéne (facteurs du
milieu) ou endogene (expression génique, synthése protéique), va conduire a la surproduction
et a la surcharge de ces radicaux libres, entrainant une cytotoxicité.

3) Implication dans I'hypoxie/ischémie

3.1.origine des radicaux libres produits par les cellules soumises a I'hypoxie

Dans le chapitre précédent, nous avons évoqué un possible mécanisme associé aux effets

déléteres de 'hypoxie: la production par la cellule d'espéces réactives, a savoir les radicaux
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libres dérivés de l'oxygéne. Parmi les sources possibles des radicaux ainsi générés, le systeme
de transporteurs d'électrons mitochondrial est au premier rang, la privation d'oxygene
empéchant le transit complet des électrons vers la cytochrome ¢ oxydase. Les radicaux libres

sont alors produits a proximité de cette enzyme terminale du systéme de transport d'électrons.

Par ailleurs, l'augmentation du calcium libre cytosolique pendant lhypoxie active diverses
oxydases intracellulaires au nombre desquelles la xanthine oxydase, considérée comme la
source majeure des anions superoxydes dans les lésions tissulaires post-ischémiques. Ainsi,
cette enzyme est initialement sous forme de xanthine déshydrogénase, forme sous laquelle elle
ne posseéde pas le pouvoir de transfert d'électrons au niveau de la molécule d'oxygene et est
donc incapable de former des radicaux libres dans le tissu sain. Dans une cellule en état de
stress hypoxique, suite a 'accumulation du calcium cytosolique et sous l'effet d'une protéase,
l'enzyme déshydrogénase est rapidement transformée en oxydase. l.a xanthine oxydase ainsi
formée va oxyder l'hypoxanthine accumulée au niveau cytosolique sous l'effet de l'anoxie-

ischémie et produire des radicaux libres oxydants (fig.4).

3.2.I¢ésions cellulaires produites par les radicaux libres lors de I'hypoxie

3.2.1.peroxydation des lipides membranaires

L'interaction des espéces réactives dérivées de l'oxygéne avec les acides gras polyinsaturés des
membranes cellulaires induit la formation de radicaux lipoperoxyles et d’hydrolipoperoxides, la
lipoperoxydation étant par ailleurs auto-entretenue par l'effet des radicaux peroxy issus des
lipides sur ces mémes lipides. La propagation de ces réactions provoque une altération de la
structure et de la perméabilité membranaires. De plus, la disparition des acides gras insaturés

diminue la fluidité de la bicouche lipidique.

Des mesures directes dans le cerveau de rat soumis au cycle ischémie-reperfusion ont ainsi
montré l'apparition de produits issus de la lipoperoxydation en liaison avec la production de
radicaux libres (Sakamono ef al, 1991).

Par ailleurs, I'acidose cellulaire en conditions hypoxiques provoque la dissociation du fer de ses

protéines de liaison (ferritine, transferrine), la présence de fer libre associé aux radicaux libres

participant alors a la propagation de la lipoperoxydation (Siesjo et a/, 1985).
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3.2.2.inhibition de fonctions cellulaires

Les radicaux libres concourrent a I'inhibition par I'hypoxie des enzymes mitochondriales de la
chaine de transporteurs d'électrons et des enzymes antioxydantes détoxifiantes (glutathion
peroxydase, superoxydes dismutases et catalase), ils s'autogénérent ainsi en une réaction en
chaine qui exacerbe les effets déléteres de l'hypoxie (Dunford, 1989; Rosenberg & Paller,
1991).

IIs participent également a la dérégulation des fonctions cellulaires en perturbant I'homéostasie
ionique par leurs effets inhibiteurs sur divers pompes et canaux ioniques membranaires, par
exemple en abaissant la sensibilité des canaux potassiques a I'ATP (Goldhaber ef a/, 1989) ou
en réduisant l'activité des échangeurs d'ions Na/K-ATPase déja affectés par la déplétion
énergétique (Robert ef al, 1991).

3.2.3.dommages subis par 'ADN

Le processus de réparation de 'ADN dépend de mécanismes cellulaires actifs lies a I'ATP.
L'apparition des radicaux libres pendant I'hypoxie provoque des dommages accrus de ' ADN en
réagissant avec les bases ou les parties osidiques, perturbant la complémentarité des brins et la
structure de la double hélice (Brawn & Fridovich, 1981; Aruoma ef a/, 1989). Ces dommages

s'aggravent car la diminution de I'ATP cellulaire en hypoxie ne permet plus la réparation.

3.2.4.dommages cellulaires provoqués par le monoxyde d'azote NO

L'accumulation de calcium intracellulaire provoque l'activation d'une enzyme, la nitric-oxyde
synthase, laquelle est a l'origine de la production de monoxyde d'azote. Ce dernier est un
radical libre qui, en réagissant sur l'ion superoxyde, produit du peroxynitrite, un radical
particulierement réactif et donc nocif (Haddad & Jiang, 1993; Johnston, 1993).

Le monoxyde d'azote et ses dérivés mhibent l'activité d'enzymes de la chaine respiratoire

mitochondriale et réduisent la capacité de la cellule a répondre au stress oxydatif lors de
I'hypoxie/reperfusion, entre autre en inhibant la NAD(P)H réductase.

24



III. LE GLUTAMATE ET SES RECEPTEURS

1) Généralités

Le glutamate est un acide aminé dicarboxylique trés répandu dans les systémes biologiques.
Les premiéres études menées en électrophysiologie ont fondé¢ le role excitateur du glutamate
au niveau du systéme nerveux central des vertébrés (Collingridge & Lester, 1989; Foster &
Fagg, 1984). 1l est apparu comme constituant d'un systéme ubiquitaire avec des systemes de
libération et de recapture et des sites synaptiques propres caractérisés par la liaison d'agonistes

et d'antagonistes spécifiques. Ces caracteéres l'ont désigné comme un neurotransmetteur.

Le glutamate a été proposé comme support de signaux de développement durant lhistogénese
neuronale. Cet aspect fonctionnel du glutamate ressort des études de mort neuronale
secondaire a une surexposition aux agonistes des récepteurs du glutamate, ce dernier
paraissant activer le processus nécrotique. Il a alors été suggéré que le glutamate agirait
comme le signal "stop" du développement cérébral en complément d'un autre acide aminé, le
GABA (acide gamma-amino butyrique, neurotransmetteur inhibiteur), qui constituerait le
signal "start". Ce systéme permettrait ainsi la création et l'adaptation continue des circuits
neuronaux dans le cerveau des mammiféres en développement, agissant au niveau de la

croissance neuronale et de la synaptogénese (Meier, 1988; Mattson et al, 1983).

Plus récemment, il a été avancé que le glutamate jouerait un role dans le phénomeéne de
plasticité neuronale et plus particuliérement dans les processus de mémorisation tels que la
potentialisation a long terme (Collingridge & Singer, 1990).

Par ailleurs, les acides aminés excitateurs tels que le glutamate et I'aspartate interviennent dans
l'activité neuronale anormale observée dans diverses neuropathologies telles la migraine,
I'épilepsie (Dingledine ez al, 1990), et plus généralement dans les pathologies de type
neurodégénératif (Meldrum & Garthwaite, 1990; Zorumski & Olney, 1993; Beal, 1992; Doble,
1995) telles que les maladies d'Alzheimer, de Huntington, de Parkinson ainsi que les

encéphalopathies infectiecuses ou consécutives a un accident vasculaire cérébral ou a une

asphyxie.
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2) Caractérisation des récepteurs du glutamate. Ligands spécifiques

A la suite des premiéres études de la liaison du glutamate a ses récepteurs dans divers
environnements ioniques (Baudry & Lynch, 1981; Mena et al, 1982; Fagg et al, 1983; Nadler
et al, 1985), il est apparu dans un premier temps qu'il existait trois types de sites:

- des sites Na'-dépendants
- des sites Na'-indépendants et Cl/Ca2™-dépendants
- des sites Na*-indépendants et Cl-/Ca2*-indépendants

Les sites dépendant du sodium correspondent au systéme de recapture a haute affinité du
glutamate, impliqué dans l'homéostasie de cet acide aminé excitateur en permettant sa
recapture depuis le milieu extracellulaire vers les neurones ou les cellules gliales (Danbolt,
1994; Garlin et al, 1995). Les sites indépendant du sodium désignent les récepteurs du
glutamate (Baudry & Lynch, 1981; Fagg et al, 1983; Nadler ef al, 1985).

Par la suite, la découverte et lemploi de différents ligands spécifiques (agonistes ou
antagonistes) ont permis de mieux définir la pharmacologie des récepteurs du glutamate et

d'établir une classification qui, bien que certainement pas définitive, est reconnue par tous.

2.1.propriétés générales des agonistes

A la suite de la découverte des propriétés excitatrices du glutamate, des études concernant les
relations structure-activité de la molécule ont rapidement établi que, pour étre optimale, une
telle activité nécessitait la présence d'un groupement basique (aminé) et de deux groupements
acides sur la molécule. Le groupement aminé doit étre situé de préférence sur le groupement
carboxyle alpha (le premier groupement acide), tandis que le second groupement acide doit
étre situ€ a la fin d'une chaine (en position oméga) de trois a six atomes séparant les
groupements acides chargés négativement. Le groupement acide oméga peut présenter une

variation structurale trés importante.

2.2 classification des récepteurs du glutamate

Les observations effectuées par Haldeman et coll. ont suggéré l'existence de plus d'un type de

récepteurs. Ces auteurs ont en effet montré, dans la moelle épiniere et dans d'autres régions du
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systéme nerveux central, qu'il y avait des différences entre l'excitation provoquée par le
glutamate et celle provoquée par l'aspartate ou par l'acide aminé souffré, le DL-homocystéate.
Les excitations induites par le glutamate étaient trés fortement atténuées par le L-glutamate
diéthylester (GDEE) tandis que les autres n'étaient pas affectées (Haldeman & MacLennan,
1972).

De nombreux autres travaux ont suivi et ont révélé que les récepteurs des acides aminés
excitateurs pouvaient étre classés en fonction de leur susceptibilité au GDEE, au D-alpha-
aminoadipate (DAA) de méme qu'a d'autres substances comme le D-2-amino-5-

phosphonovalérate (D-APV).

Ces données ont permis une premiére classification des agonistes des récepteurs du glutamate

en plusieurs groupes fonctionnels, a savoir:

- ceux qui sont trés sensibles au GDEE et essentiellement non affectés par les autres

antagonistes

- ceux qui sont bloqués par le DAA et le D-APV et insensibles au GDEE

- ceux qui sont affectés de maniere intermédiaire par les deux classes d'antagonistes
- ceux qui sont peu affectés par 'un ou l'autre type.

Il est maintenant généralement admis sur la base de critéres pharmacologiques qu'il existe trois

types principaux de récepteurs, chacun réagissant avec un type donné d'agoniste:

(1) les récepteurs activés par l'acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) et dont les actions sont
spécifiquement bloquées par le D-APV: récepteurs de type NMDA

(2) les récepteurs qui réagissent avec l'acide quisqualique et qui sont bloqués par le GDEE:
récepteurs quisqualate, appelés demierement récepteurs de type AMPA (acide alpha-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-isoxasole-4-propionique) car la sélectivité de 'AMPA est plus importante

que celle du quisqualate

(3) les récepteurs qui réagissent avec l'acide kainique et dont les actions sont largement

épargnées par les deux antagonistes: récepteurs de type kainate

Il s'ajoute a cette premiére liste deux autres types de récepteurs de découverte plus récente:
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NMDA ANPA kainate L-AlM métabotropique sites de transport
ancienne - quisqualate -- L-ADD --
dénomination
agoniste(s) NMDA AMPA - L-APd -
spécifique(s)
autres Glu,Asp, Glu, kainate, Glu,kainate Glu quisqualate, Glu
agonistes ibotenate quisqualate ibotenate,Glu
anlagonistes CGP39653 kynurenate - -
spéciliques
voies Nat/Ca*3/K+ Na*/K ¢ Na */K * supposé en parlic présynaptique métabolisme des N;\"'dépcn(lanls
impliqudes, ion indépendant |1 site haute nff}nilé wésynapliquce Ca* */Cl dépendant inositol phosphates
caractéristiques | site basse affinité I site faible affinié mobilité du Ca** pendant
=site AMPA haute aftinité le développement
I site haute alfinud
cn régions pauvres
en NMDA et AMPA
rbles el plasticité, transmission ncusoloxicité pour les module P'excitation | haute aclivité durant la recapture,
fonctions tansmission | synaptique mpulc, kainate/AMPA synaplique synaptogénise, stockage du Glu
synaptique lente neurotoxicité implication possible
neurotoxicité cn neurotoxicité

Tableau

. Classification des récepteurs du glutamate (d*apres WATKINS, 1991)



(4) les récepteurs sensibles aux propriétés antagonistes puissantes de I'AP4 (2-amino-4-
phosphonobutanoate) au niveau de sous-populations identifiées de synapses excitatrices de la
moélle ou du cerveau: récepteurs L-AP4, qui correspondent a des sites présynaptiques

contrairement aux précédents qui sont tous postsynaptiques

(5) les récepteurs initialement décrits comme étant associés au métabolisme des

phosphoinositols: récepteurs métabotropes

D'un point de vue fonctionnel, ces différents récepteurs peuvent étre regroupés en deux
grandes classes: les récepteurs ionotropes, c'est a dire couplés a un canal ionique, catégorie a
laquelle appartiennent le récepteurs NMDA et les récepteurs dits "non-NMDA" (AMPA,
kainate et L-AP4), l'autre catégorie étant constituée par les récepteurs métabotropes (tableau

ci-contre).

3) Les différentes classes de récepteurs: structure, ligands et fonctions

* 3.1.les récepteurs ionotropes

3.1.1.7e récepteur NMDA
Le récepteur NMDA est le mieux caractérisé des récepteurs des acides aminés excitateurs. Il

est formé d'au moins trois entités: la région de reconnaissance du transmetteur, le canal ionique

et une unité¢ modulatrice (fig.5).

1) agonistes du récepteur NMDA

Les agonistes de ce récepteur ont une activité qui varie selon la fonction acide de la chaine
latérale. Leur affinité décroit comme suit: COOH>SO2H>PO3H2 (Watkins & Olverman,
1987). Cependant d'autres types de fonction acide peuvent également étre agonistes du

récepteur NMDA, comme l'acide iboténique, contenant un radical isoxazole.

Les acides dicarboxyliques monoaminés avec une chaine latérale de un a six atomes de carbone

ont des propriétés agonistes avec l'activité maximale pour les acides aspartique et glutamique.
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Figure S:

Représentation schématique d'un récepteur NMDA (d'aprés Bames et Henley, 1992).

UM: unité modulatrice G: site de glycosylation P: site de phosphorylation NMDA, glycine,
polyamine: sites de liaison du NMDA, de la glycine et des polyamines PCP: site de liaison de
la phencyclidine, antagoniste non compétitif (site PCP)



D'autres analogues de l'acide glutamique, comme l'acide trans-2,3-piperidinedicarboxylique 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 plice.

L'acide quinolinique, métabolite hétéroaromatique du tryptophane, est également un agoniste
des récepteurs NMDA.

2) antagonistes du récepteur NMDA

2.1.antagonistes compétitifs

Depuis une dizaine d'années, de nombreux antagonistes sélectifs de plus en plus puissants ont

été découverts, les derniers agissant a concentration micromolaire.

Ces antagonistes sélectifs ont regu la dénomination commune d'antagonistes NMDA
"compétitifs” car ces molécules se fixent directement sur le site récepteur, entrant en
compétition avec le ligand naturel et les divers agonistes du récepteur pour la liaison au site et
empéchant ainsi la réponse cellulaire.

Ils peuvent étre caractérisés par les particularités structurales suivantes:

- ce sont des acides aminés alpha possédant la configuration D

- la longueur de la chaine qui sépare la fonction alpha-acide et la chaine latérale acide est de

quatre ou six atomes de carbone

- la puissance de l'antagoniste varie selon la nature de la fonction de la chaine latérale de la
maniere suivante: PO3SH2>COOH>SO2H (Watkins & Olverman, 1987)

Des exemples de ces antagonistes sélectifs, parmi les plus puissants, sont:
- le DL-2-amino-5-phosphonovalérate (APV), encore appelé  DL-2-amino-5-
phosphonopentanoate (APS), et dans la méme série, a puissance et sélectivité égales, le DL-2-

amino-7-phosphonoheptanoate (AP7), tandis que d'autres composés de la méme famille: le
AP4, le AP6 et le AP8 sont moins puissants
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- deux dipeptides avec des profils proches de I'APV: lacide B-D-aspartylaminométhyl
phosphonique (ASP-AMP) et l'acide y-D-glutamylaminomeéthyl phosphonique (GLU-AMP)

- le plus puissant de tous: un analogue de I'AP7, a structure plus rigide et approximativement
trois fois plus puissant que I'APV: l'acide 3-[(%)-2-carboxypiperazine-4-yl)]-propyl-1-
phosphonique (CPP), sous sa forme D

- deux composés et leurs dérivés, basés sur les structures de 'APV et du CPP: 'acide 1-(cis-2-
carboxypiperidine-4-yl) méthyl-1-phosphonique (CGS 197535, équivalent CPP de I'APV) et
lacide DL-(E)-2-amino-4-méthyl-5-phosphono-3-penténoique (CGP 37849 et un ester
carboxyéthyl dérivé, le CGP 39551, qui sont de puissants anticonvulsivants apres

administration orale.
2.2.antagonistes non compétitifs

Un grand nombre de substances de structures chimiques variées ont également montré une
capacité a bloquer la réponse au NMDA mais pas au kainate ni au quisqualate. Elles ont
souvent des effets sur d'autres systémes neuromédiateurs ou sur des canaux ioniques et sont

ainsi seélectives seulement dans les termes de leur action sur les acides aminés excitateurs.

Ces substances produisent le blocage de la réponse NMDA par un mécanisme distinct de celui
des antagonistes compétitifs et sont donc considérées dans leur ensemble comme antagonistes
"non compétitifs".

Les résultats des études électrophysiologiques et pharmacologiques montrent que ces
antagonistes non competitifs interagissent avec le canal ionique associé au récepteur NMDA et
que leffet de ces antagonmistes dépend de l'occupation du site récepteur puisque leur

antagonisme vis a vis du récepteur est accru en présence d'agonistes NMDA.

Parmi ces composés, la phencyclidine (PCP, N-(1-phénylcyclohexyl)piperidine) et la kétamine
bloquent la dépolarisation induite par le NMDA d'une maniére non compétitive. Ainsi, les
effets d'une combinaison de la kétamine et de APV sont plus grands que la somme de leur
effet respectif, suggérant une action de la kétamine a un site distinct de celui emprunté par les

antagonistes compétitifs: le site PCP.
Diverses substances exercent ainsi leur action d'antagoniste au niveau de ce site PCP, comme

la (+)-5-méthyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]-cyclohepténe-5,10-imine ou MK-801, un
anticonvulsivant a propriétés neuroprotectrices, des c-opiacées comme la cyclazocine et la N-
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allylnormetazocine (SKF 10,047), des dérivés morphiniques (dextrophane), des substances
psychotropes comme la chlorpromazine, I'halopéridol, des anesthésiques dissociatifs
(dioxolanes).

L'ordre de puissance de I'action au site PCP est MK-801>PCP>SKF 10,047>halopéridol.

3).modulation allostérique du site récepteur NMDA

La glycine, neurotransmetteur inhibiteur principal de la moélle épiniére, est capable de
potentialiser les réponses au NMDA et aux agonistes du récepteur en augmentant la fréquence
d'ouverture du canal associé (Johnson & Ascher, 1987). De plus, la haison du MK-801,
antagoniste non compétitif, peut étre accrue par la présence de glycine (Reynolds ez al, 1987).
Cet acide aminé est donc capable de moduler les récepteurs NMDA en interagissant au niveau

d'un site allostérique (ou unité de modulation, encore appelée "site glycine™).

La découverte du site glycine a permis par la suite de mettre en évidence des substances
capables de bloquer la liaison et I'action de la glycine sur son site: les antagonistes de la
glycine, avec en premier lieu l'acide kynurénique, plus puissant comme antagoniste de la
glycine que comme antagoniste non-NMDA; également d'autres antagonistes a action mixte
comme les quinoxalinediones CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione) et DNQX (6,7-
dinitroquinoxaline-2,3-dione).

Les ions zinc antagonisent également de fagon allostérique la réponse NMDA, et pourraient
avoir un role régulateur au niveau des canaux ioniques des récepteurs NMDA, en modulant

l'activité de ces sites couplée aux courants ioniques (Christine & Choi, 1990).
4) réponses NMDA et roles physiologiques

Le canal ionique du récepteur NMDA est essentiellement perméable au calcium. Toutefois, des
travaux en électrophysiologie ont montré que les courants ioniques activés par le NMDA

concernent également le sodium et le potassium.

En absence de magnésium, les canaux NMDA sont indépendants du voltage. En présence de
magnésium par contre, un blocage des courants ioniques caractéristique et dépendant du
voltage peut étre mis en évidence. L'effet du magnésium est maximal dans des conditions
d'hyperpolarisation et virtuellement absent pour des différences de potentiel de -20mV et au-
dela. Au niveau du potentiel de repos, le canal ionique activé par le NMDA est pratiquement

totalement bloqué par les concentrations physiologiques de magnésium. Cependant, quand les
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membranes sont dépolarisées, ce blocage par le magnésium disparait. Un tel mécanisme
pourrait étre lié a la neurotoxicité du glutamate médiée par le récepteur NMDA (Cox ef al,
1989), une dépolarisation ayant le méme effet (Takahashi ef al, 1995).

Il a également été montré que la liaison du L-glutamate au récépteur NMDA est réduite par les
guanine nucléotides comme le GTP, suggérant I'implication possible d'une protéine G dans les

évenements médiés par le récepteur NMDA.

Le récepteur NMDA est localisé au niveau postsynaptique, en accord avec sa fonction
synaptique (Monahan & Michel, 1987). Il est présent a des densités élevées dans le cortex
cérébral, le cervelet, I'hippocampe, le striatum, le septum et I'amygdale (Mori-Okamoto et al,
1989; Holopainen ef a/, 1990; Jones & Baughman, 1991).

I joue un role important dans le phénomeéne de potentialisation a long terme, qui est un
accroissement soutenu de lactivité synaptique apres ume stimulation tétanique breve de
certaines voies excitatrices (Collingridge & Bliss, 1987). Ce phénoméne aurait des implications
importantes dans l'apprentissage, la mémoire et la plasticité neuronale (Collingridge & Singer,
1990).

3.1.2./e récepteur AMPA

Le récepteur AMPA a d'abord été appelé récepteur quisqualate, mais il s'est avéré par la suite
que le quisqualate, bien qu'étant un neuroexcitant puissant agissant a faible concentration au
niveau de récepteurs insensibles aux antagonistes NMDA, était peu spécifique du récepteur
AMPA car i possede également une affinité élevée pour les récepteurs kainate et
métabotropes. La découverte de IAMPA (o-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole
propionate) a permis de caractériser sélectivement le récepteur quisqualate "a action rapide" et
de le distinguer des autres sites auxquels le quisqualate se lie: il est donc devenu le "récepteur
AMPA" (Honoré & Laurisden, 1982).

1) agonistes du récepteur AMPA

Avant la découverte de I'AMPA, les agonistes disponibles de ce récepteur étaient
essentiellement le quisqualate et le L-glutamate, peu spécifiques mais possédant une bonne

affinité de liaison, également un dérivé de l'acide iboténique, le 4-bromohomoiboténate, la
willardiine (1-[2-amino-2-carboxyéthyl]uracile) et le B-L-ODAP (acide [B-N-oxalyl-o,f3-
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diaminopropionique, extrait d'une plante indienne). 1l est intéressant de noter que l'ordre de
puissance des agonistes est exactement I'inverse de celui décrit pour le récepteur NMDA (en ce

qui concerne les agonistes mixtes, peu sélectifs).

Il a été avancé que le glutamate interagirait avec le récepteur AMPA dans une conformation

repliée, comme dans le cas du récepteur NMDA.

2) antagonistes du récepteur AMPA

Les premiers travaux ont utilisé le glutamate diéthylester (GDEE) mais il s'est révélé comme
étant un antagoniste peu puissant et facilement hydrolysable. Beaucoup des antagonistes
actuels des récepteurs AMPA sont peu sélectifs, bloquant également les récepteurs NMDA et
kainate, comme par exemple l'acide kynurénique, le CNQX et le DNQX (déja évoqués comme
antagonistes du site glycine du récepteur NMDA), les piperazines 2,3-dicarboxylates, l'acide (o

-glutamylamino )methanesulfonique (antagoniste kainate également).
En l'absence de glycine, le CNQX et le DNQX bloquent l'excitation induite par TAMPA et le

quisqualate avec une certaine sélectivité (pas d'effet sur la réponse NMDA) et une affinite

relativement élevée, ce sont des antagonistes assez couramment utilisés.

3) réponse et roles physiologiques du récepteur AMPA

Le récepteur AMPA est de type ionotrope, il est constitué du site récepteur proprement dit
couplé a un canal ionique perméable aux ions sodium et potassium et associé a une protéine

modulatrice.

Les récepteurs AMPA sont localisés préférentiellement dans les régions télencéphaliques, avec
des densités €levées dans T'hippocampe (Craig ef al, 1993), le cortex, le septum latéral, le
striatum et le thalamus. Cette distribution correspond tres étroitement a celle des récepteurs
NMDA (Jones & Baughman, 1991), suggérant que les deux types de récepteurs pourraient
agir de concert pour activer le neurone postsynaptique. Les travaux réalisés en
électrophysiologie ont montré en effet que les réponses synaptiques rapides sont souvent
bloquées par les antagonistes des récepteurs non-NMDA et que les réponses des récepteurs
NMDA ne sont apparentes que dans certaines conditions comme par exemple 'activation haute
fréquence. Ainsi, les récepteurs AMPA pourraient étre des récepteurs dépolarisants a visée

générale au niveau de nombreuses synapses excitatrices cérébrales.
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Figure 6:

Représentation schématique d'un récepteur de type non-NMDA (d'aprés Bames et Henley,
1992). PM: protéine modulatrice G: site de glycosylation P: site de phosphorylation
Philanthotoxine: site de liaison et de blocage de la toxine de guépe



L'affinité de ' AMPA pour son site de liaison est fortement augmentée par des ions chaotropes
comme l'ion thiocyanate SCN- (Murphy ef a/, 1987). La présence de cet ion multiplie par
quatre la liaison de 'AMPA a son site récepteur. Il semble que le site de liaison AMPA
existerait sous deux formes interconvertibles et que l'effet des ions SCN- serait de promouvoir

la formation d'un état moléculaire pour lequel 'AMPA a davantage d'affinité.

3.1.3.le récepteur kainate

Le kainate et 'AMPA se lient a des sites récepteurs de structure similaire, en référence a un
type général de récepteur appelé "non-NMDA" (fig.6). Diverses observations suggeérent
cependant que le kainate (acide o-kainique, isolé de Tl'algue Digenea simplex) et AMPA
activent séparément deux types distincts de récepteurs non-NMDA (Barnes & Henley, 1992).
En effet, il existe dans les membranes des cerveaux de mammiféres des sites de liaison a haute
affinité pour le kainate qui sont peu sensibles a 'AMPA. Par ailleurs, la puissance relative
d'agonistes de nombreux sites activés par le kainate, par exemple dans la moélle épiniére ou
I'hippocampe de rat, est tres différente de celle observée pour des réponses au quisqualate ou a
IAMPA. Les récepteurs sensibles au kainate se désensibilisent lentement, voire pas du tout,
tandis que les récepteurs sensibles a TAMPA se désensibilisent généralement trés rapidement de
facon concentration-dépendante. Enfin, les distributions en autoradiographie des sites de
liaison de TAMPA et du kainate dans le systéme nerveux central des mammiféres présentent

des différences régionales marquées.

Cependant, d'autres données expérimentales sont en faveur d'un site d'action commun
additionnel pour le kainate et AMPA (Barnard & Henley, 1990): ainsi, les canaux ioniques
activés par le kainate et par TAMPA sont affectés d'une maniére similaire par tous les
bloqueurs de canal connus. Les barbiturates bloquent les canaux activés par chacun des
agonistes avec une affinité semblable, tandis que la philanthotoxine, une toxine de guepe,
bloque les réponses évoquées tant par le kainate que par TAMPA alors qu'elle n'affecte pas le
canal couplé au récepteur NMDA. Dans des oocytes de Xenopus ou 'ARN messager total de
cerveau de rat a été injecté, les conductances évoquées par TAMPA sont compétitives et non
additives avec celles évoquées par le kainate, ce qui implique que TAMPA activerait au moins
dans certains cas le méme canal que le kainate (les réponses AMPA et kainate montrent alors
une désensibilisation croisée). Enfin, les sites de liaison du kainate a faible affinité seraient

équivalents aux sites de liaison du quisqualate a haute affinité.
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1) agonistes du récepteur kainate

La chaine latérale isopropyle insaturée de l'acide kainique, agoniste prototype de ce récepteur,
apparait essentielle pour une activité élevée puisque l'acide dihydroxykainique a moins
d'activité que le glutamate qui est lui-méme un agoniste trés peu puissant. De nombreux
stéréoisomeres de l'acide kainique ont été évalués en tant qu'agonistes, incluant l'acide o-
allokainique et B-kainique qui n'ont cependant qu'une trés faible activité. Les analogues cis- et
trans-4-méthylcétone ont une activité neuroexcitatrice similaire a celle de I'acide kainique.
L'acide domoique, provenant dune autre algue Condrioa armata est un agent encore plus

puissant que l'acide kainique a son site récepteur.

2) antagonistes du récepteur kainate

Les antagonistes connus du récepteur kainate sont peu puissants et peu spécifiques, parmi
eux des agents anticonvulsivants déja évoqués en tant qu'antagonistes AMPA comme I'acide
méthanesulfonique(a-glutamylamino), les piperazines-2,3-dicarboxylates, le CNQX et le
DNQX (antagonistes généraux "non-NMDA").

3) réponses et roles physiologiques du récepteur kainate

Les antagonistes non-NMDA ont les mémes effets inhibiteurs sur les augmentations des
décharges neuronales induites par le kainate, IAMPA et le quisqualate, suggérant un
mécanisme d'action commun aux récepteurs AMPA et kainate, par exemple un méme type de
canal ionique (Barnard & Henley, 1990).

Le kainate est cependant capable d'induire un certain nombre de réponses neuronales
indépendantes de celles des récepteurs AMPA. Dans des neurones en culture, kainate et
quisqualate activent des canaux qui ont des propriétés de conductance et de désensibilisation
différentes. La localisation des sites de liaison du kainate est différente des récepteurs AMPA
ou NMDA, mais correspond bien a des régions cérébrales trés vulnérables aux effets
neuroexcitateurs et neurotoxiques des analogues de l'acide kainique, telles que l'aire CA3 de

I'hippocampe, le cortex et le septum latéral (Collingridge & Lester, 1989).
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3.1.4./e récepteur L-AP4

Contrairement aux récepteurs précédents qui sont définis par la liaison d'agonistes spécifiques a
action excitatrice, le récepteur L-AP4 a été mis en évidence par l'action inhibitrice d'un
analogue du glutamate, l'acide L-2-amino-4-phosphobutanoique (L-APB ou L-AP4). En effet,
ce composé s'est révélé un puissant antagoniste des réponses synaptiques dans des régions du
systéme nerveux central comportant une neurotransmission excitatrice comme la moélle

épiniere, I'hippocampe et le cortex olfactif.

1) identification

Divers travaux ont permis lidentification d'une classe de récepteurs distincte de celles
précédemment carastérisées (Foster & Fagg, 1984). Ainsi, il a €t€¢ montré que, dans les régions
synaptiques sensibles a l'inhibition par le L-AP4, les antagonistes du récepteur NMDA sont des
inhibiteurs peu puissants. D'autre part, les réponses excitatrices au quisqualate et au kainate
sont insensibles a des doses de L-AP4 qui provoquent une inhibition maximale des réponses

synaptiques. Ces données suggerent l'existence d'une quatriéme classe de récepteur.

2) localisation et fonctions

A T'exception des cellules bipolaires de la rétine, dans lesquelles le L-AP4 active sélectivement
des récepteurs polysynaptiques, les récepteurs L-AP4 sont principalement localisés sur des
terminaisons nerveuses présynaptiques, suggérant une fonction d'autorécepteurs contrdlant la

libération de glutamate.

Dans la rétine, le L-AP4 agit en affectant T'hyperpolarisation de maniere analogue a un

transmetteur naturel par un mécanisme impliquant la fermeture de canaux ioniques.

Dans l'hippocampe, le cortex olfactif et la moélle épiniére, des études en électrophysiologie ont
montré que le L-AP4 inhibe les potentiels postsynaptiques excitateurs (EPSP) induits par le

glutamate.
La sensibilité des voies synaptiques au L-AP4 est variable selon les régions, la voie perforante

latérale du gyrus dentelé de I'hippocampe et le faisceau latéral olfactif, principale voie efférente
du bulbe olfactif chez le rat, sont parmi les plus affectées par l'inhibition au L-AP4.
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Figure 7:

Représentation schématique d'un récepteur meétabotrope couplé a une protéine G (d'aprés
Bames et Henley, 1992). PG: protéme G PLC: phospholipase C IP3: D-inositol-1,4,5-
trisphosphate DAG: diacylglycérol G: site de glycosylation P: site de phosphorylation



Les mécanismes précis par lesquels le L-AP4 exerce son action antagoniste ont été évalués lors
d'une étude sur des neurones de bulbe olfactif en culture, par la mesure de l'inhibition exercée
par le L-AP4 sur les EPSP monosynaptiques et les courants calciques voltage-dépendants a
haut seuil (Trombley & Westbrook, 1992). Cette inhibition étant bloquée par la toxine
pertussis, il a été suggéré que les récepteurs présynaptiques L-AP4 sont couplés a une protéine
G de fagon similaire a d'autres types de récepteurs présynaptiques, comme les récepteurs
GABARp, adénosinergiques A] et o2-adrénergiques, et agissent au niveau membranaire en

bloquant l'influx calcique.

¢ 3.2.1es récepteurs métabotropes

3.2.1.caractérisation

La plupart des effets des acides aminés excitateurs ont été attribués a leur interaction avec des
récepteurs couplés a des canaux ioniques. Des travaux plus récents ont cependant mis en
évidence un autre mécanisme d'action du glutamate: l'hyvdrolyse des phosphoinositides,
suggérant une nouvelle classe de récepteurs différant radicalement des précédentes, regroupes
sous le terme générique de "récepteurs métabotropes", par opposition au type ionotrope
(Sladeczek et al, 1988). Ces récepteurs joueraient un role dans les fonctions cérébrales et
seraient impliqués dans leur pathologie (Schoepp & Conn, 1993; Schoepp ez al, 1990).

1l est maintenant bien établi que lorsque certains signaux externes incluant des hormones, des
neurotransmetteurs ou des facteurs de croissance se lient a leur récepteur, ils stimulent
I'hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en diacylglycérol (DAG) et inositol
1,4,5,-trisphosphate (IP3), chacun d'eux tenant lieu de second messager. Le DAG est le second
messager opérant au niveau de la membrane en stimulant la protéine kinase C, tandis que I'TP3
est libéré dans le cytosol afin de mobiliser le calcium du reticulum endoplasmique. Dans la
plupart des cas, le PIP2 est hydrolysé par une phosphodiestérase, la phospholipase C, couplée
au récepteur de surface au moyen d'une protéine G. Dans certains systémes, la phospholipase

C peut étre directement stimulée par I'élevation des concentrations en calcium intracellulaire.
Le glutamate partagerait avec ces substances le systeme de transduction de la voie des

phosphoinositides. En effet, il stimule également la production des inositols phosphates par

l'intermédiaire de récepteurs métabotropes couplés a des protéines G (fig.7).
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1 existe egalement des reécepieurs de vpe 11:1@'*;;;1‘;\,»[1\););5 couplés a dautres systemes
transduction comme enzyme adénvlate cvelase, qui aboutit a la production d'AMP cycligue
(Winder & Conn, 1993). ou la p’izlosphoiimge AZ, a lonigine de la hberation dacide

arachidonique (Johnston, 1993), mais ceux-<¢i ont encore €té peu etudies,

’

3.2.2.pharmacologie des récepteurs metabotropes

Le quisqualate, I'lbotenate et le glutamate sont des agonistes puissants de ces récepteurs, tandis
que le NMDA, TAMPA et le kainate n'en sont pas, indiquant bien une classe distincte de
recepteurs du giutamate. Le trans-ACPD (trans-(x)-1-amino-1.3-cyclopentanedicarboxylate)
stimule également le métabolisme des phosphoinositides, mais cet effet est inhibe par le LAPH
(L-aspartate-3-hydroxamate) et par 'AP3 (2-amino-3-phosphono-propionate), qui sont des
antagonistes non compétitifs les récept urs niétabotropes et mteragiraient avec ua site
modulateur allost2rique. De fai ensibiiits variable de la réponse metabotrepe aux agonistes
et antagonistes suppose l'existence pl()bdbld de trois sous-tvpes distincts de recepteurs couples

a 'hydrolyse des phosphomositides (Littman et al, 1993)
- un premier sous-type stimulé par le D-aspartate { D-Asp. par ailleurs un agoniste du récepteur
NMDA) et msensibie a 'action antagoniste du L-ABHA et du L-AP3. qui serait implique dans

le developpement (I'effet du D-Asp Stant plus marque chez le nouveau-né que chez aduite)

- un second stimulé par le trans-ACPD, le quisqualate et I'iboténate et bloqué par le L-APAH

et le L-AP2, present a la fois dans Phippocampe et le cortex cérebral

- enfin un trowsiéme sous-type stimule également par le trans-ACDP, le quisqualate et

"botenate mais insensible au L-ABAH et au L-AP3. présent dans le cervelet.

3.2.3 localisauon et fonctions

La localisaton préférennelle de ces récepteurs dans les aires cérébrales telencéphahiques
comme l'hippocampe, le cortex et le striatum suggere un role dans la fonction synaptique des
centres nerveux superieurs. Us sont également présents dans le cervelet, associés aux cellules

de Purkinje et aux cellules granulaires.
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« 3.3.Apports de ia biologie moléculaire

Les techniques de biologie moléculaire ont permis de mieux cemer l'evolution des recepteurs
du glutamate au cours de lontogenese, et ont apporté des precisions quant a l'existence de
différents sites au sein d'un type donné de récepteur. soulignant leur heterogeneite spatiale ou
temporelle et leur diversité par I'étude de I'expression de génes specifiques codant pour des
sous-unités de récepteurs ionotropes (Wisden & Seeburg, 1993) ou metabotropes (Schoepp &
Conn, 1993). L'expression différentielle de ces geénes au cours du développement est en
relation directe aves les caractéristiques fonctionnelles des récepteurs, de type NMDA
(MacBain & Mayer. 1994) ou non-NMDA (Peilegrini-Giampietro ef af, 1992), en déterminant
leur degré de pérméabilité au calcium. La conductance du calcium dans les neurones aux stades
précoces de développement serait plus faible. et done le seuil d'activation des récepteurs plus

aleve.

4y Toxicité du elutamate vis-a-vis du neurone: l'excitotoxicite

4.1 Déhnition de l'excitotoxicite

La neurotoxicité potentielle du glutamate vis-a-vis du systeme nerveux central a été mise en
evidence pour la premiere fois dans les neurones de reune de souris (Lucas & Newhouse,
1937). Les observations de dégénerescence neuronale mduite par les acides amimes excitateurs
ont conduit Olney a proposer en 1971 lhvpothése excitotoxique. Il a postulé que la
neurotoxicit?d du glutamate était Je résultat de la dépolarisation par cet acide amine des
membranes post-synaptiques a la suite de la haison a ses receptreurs. mduisant ainst des

modifications de 'homéostasie ionique de la cellule et des effets deéléteres a long terme.

L'ensembie du processus a été désigne sous le terme d'exciiotoxicite.
4.2 Mécanismes de 'excitotoxicité
4.2.1.genéralités
Deux processus différents de la mort neuronale induite par le 2lutamate ont ete identifies, grace

essentiellement aux travaux réalises sur des neurones en culture (Desst er af, 1994; Choi,
1987).
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Le premier se traduit par une mort cellulaire rapide. en quelques minutes. initice par l'activation
de récepteurs du ghutamate. 'influx de sodium a travers les canaux coupleés a ces recepteurs.
I'entrée passive de chlorure dans le sens de son gradient électrochimique suivie d'une entree
d'eau. d'un gonflement et finalement de la lyse de la cellule. Ce processus fait suite a une
exposition massive au glutamate, ce qui correspond 3 des conditions expérimentales assez

¢loignées des réalites physiopathologiques ou l'accumulation du glutamate est progressive .

Le second. appele mort cellulaire retardée. se caractérise par un décours temporel beaucoup
pius long, inmti¢ principalement par les recepteurs NMDA (Rothman & Olney. 1987) et
mpliquant par la suite l'ensemble des récepteurs du glutamate, avec un mportant mflux
calcique et une seérie d'évenements secondawes a laccumulation de calcium cvtosolique
conduisant a la mort cellulaire au bout de piusieurs heures. voire de plusieurs jours. Cette mort
cellulaire retardee correspond au processus induit par les perturbations des fonctions cellulaires
neuronales a la suite de diverses pathologies, parmi lesquelles 'hvpoxie/ischémie (Betlharz er

al, 1985),

Le premier processus serait de tvpe nécrotique, tandis que le second. par la duree de son

deroulement, pourrait 2tre de type apoptotique.

4.2.2 récepteurs mpliqués

Les erudes etfectuees i vitro ont montré que les divers agonistes des récepteurs du glutamate
sont potentiellement toxiques {(Frandsen ef ¢/, 1989; Frandsen & Schousboe, 1987; Frandsen &
Schousboe. 1690), et donc que factivation des différentes classes de récepteurs NMDA,
AMPA, Kkainate, ou métabotropes peut provoquer la mort neuronale (Doble, 1995).
Cependant, l'effet protecteur de divers antagonistes de ces récepteurs sur des neurones en
culture a montre que la neurotoxicite du glutamate repose essentiellement sur l'activation du
recepteur NMDA les antagonistes pour les récepteurs quisqualate et kainate n'affectant pas
cette neurotoxicité alors que les antagonistes NMDA la bloquent (Lysko er a/, 1989: Choi ef
al, 1988; Hartlev & Choi. 1989). Le réle prepondérant du récepteur NMDA  daps
Fexcitotoxicite serait lié a l'etflux calcique a wavers le canal ionique du récepteur (Mody &
MacDonald. 1995; Takahashi er /. 1993), et il a été montré que son activation spécifique par
le NMDA provoquait la libération d'acides aminés excitateurs iz vivo (Young & Bradford.
1991). Le glutamate induit par ailleurs la production de radicaux libres issus de I'oxygene. cet
effet cytotoxique étant également provoqué par l'activation des récepteurs NMDA (Revnolds

& Hastings. 1993). Enfin, la dépolarisation du neurone et I'mhibition de l'activité de la protéine
g , I I
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xnase 1 calciumycalmoduiine-dependante, deux phénonenes imphiques daps excitotoxicite et
precedant la mort nearonale retardee. seraient médiees par le récepteur NMDA (Churn er ol

1993 Churn er al, 1993),

4.2.3.16le du calcium

L'activation des récepteurs du glutamate resulte en ['¢levation des taux de calcium
cvtoplasimique, ce qui induirait le processus conduisant finalement a la mort neuronale par une
neurotoxicité de type NMDA (Michaels & Rothman, 1990). Deux mecanismes sont
responsables de l'augmentation du calcium intracellulaire: une entrée de calcium depuis le
miiteu extracellulaire. consécutive a louverture des canaux calciques lies aux récepteurs
NMDA activés par [a depolarisation du neurone. gui leve le blocage de ces canaux par le
magnesium {Hartlev er @/, 1993); et une libération de calcium a partir de stocks mtracellulaires
tels que les mitochondries et le renculum endoplasmique (Simpson er «f, 1993). En
consideération de T'inactivation et de la désensibilisation rapide des canaux calciques
membranaires, il est probable que cette seconde voie soit essentielle pour aboutir a des taux

mtracelluiaires de calcium toxiques pour le neurone (Mody & MacDonald, 1993).

L'augmentation du caicium intracellulaire va stimuler lactivité de nombreuses enzymes,
proteases. lipases et nucléases, provoquant la destruction des membranes et du cytosquelette
(Doble. 1992). Elle va ¢galement stimuler I'exocvtose de vésicules de neurotransmetteur dans
les termunaisons nerveuses. participant a la libération du glutamate (Sanchez-Prieto &

Gonzalez. 1933).

4.2 4.voie de l'acide arachidonigue

Le glutamate strule la libération d'acide arachidonique dans les neurones, par le biais d'une
activation des récepteurs NMDA et secondairement AMPA et métabotropes, provoquant la
stimulation de lipases et de phospholipases a l'origine de la production d'arachidonate (Patel er
al, 1990). Ce demier serait impliqué dans un processus physiologique, la potennalisation 4 long
terme, mais également dans les dommages neuronaux associés a diverses pathologies
neurodegenératives et 4 lischémie (Farooqu & Horrocks, 1994). De plus, la libération
d'aspartaie et de glutamate est réeduite sous l'action d'inhibiteurs du métabolisme de I'acide
arachidonique. suggerant un effet en retour de l'acide arachidonique sur les acides aminés

excitateurs (Peterson er af, 1995).
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La privation de glucose pendant lischémie augmente cette libération d'acide arachidonique,
impliquant une libération de glutamate pour la réponse meédiée par les récepteurs NMDA, mais
indépendamment du taux de glutamate extracellulaire et de l'augmentation de concentration du
calcium cytosolique pour les réponses médiées par les récepteurs AMPA et métabotropes
(Williams et al, 1995).

Enfin, I'élevation de la concentration en acide arachidonique inhibe la recapture du glutamate a
haute affinité dépendante du sodium (déja perturbée par la dérégulation de l'homéostasie
ionique), contribuant a I'augmentation de la concentration extracellulaire du glutamate et donc

4 sa neurotoxicité.

4.3 .L'excitotoxicité dans I'hypoxie/ischémie
Dans un chapitre précédent, nous avons établi un lien entre I'hypoxie/ischémie et le systéme

glutamatergique, la vulnérabilité des neurones a I'hypoxie dépendant de la mise en place de
synapses impliquant le glutamate, et ce dernier étant libéré pendant 'hypoxie/ischémie.

4.3.1.mécanismes d'action

L'accumulation du glutamate dans le milieu extracellulaire, observée pendant
I'hypoxie/ischémie, conduit le neurone a une exposition prolongée a des doses toxiques de cet
acide aminé excitateur, ce qui va suractiver ses récepteurs et entrainer une cascade

d'événements aboutissant a la mort cellulaire.

I existerait plusieurs mécanismes possibles a l'origine de l'apparition d'un seuil toxique de

concentration de glutamate extracellulaire au cours de I'hypoxie/ischémie:

- une libération du glutamate par exocytose a partir de stocks intracellulaires, dépendant du
calcium et se produisant des le début de l'ischémie (Drejer ef al, 1985; Wahl et al, 1994)

- un déséquilibre dans les échanges transmembranaires du glutamate, entre la libération et le
systeme de transport dépendant de I'énergie, avec une inhibition de la recapture pendant
l'anoxie (Drejer et al, 1985). Ainsi, bien que le blocage in vivo du prélévement du glutamate
par l'administration d'un inhibiteur spécifique n'induit pas une accumulation suffisante pour

provoquer une neurotoxicit¢ dans le striatum de rat (Massieu et al, 1995), il a été montré in
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vitro qu'une telle inhibition potentialise la toxicité du glutamate sur des neurones d'hippocampe
(Robinson et al, 1993).

- I'inversion du systéme de transport intracellulaire électrogene

- la lyse des populations cellulaires les plus vulnérables, qui relarguent ainsi leur contenu en

glutamate dans le milieu extracellulaire

Le glutamate libéré dans le milieu extracellulaire va se fixer et activer divers types de
récepteurs. La protection des antagonistes du récepteur NMDA contre l'hypoxie, pour des
neurones in vitro ou in vivo, souligne le role de ce récepteur dans la survenue des dommages

suivant I'hypoxie/ischémie (Schurr et al, 1995; Maier et al, 1995).

L'hypoglycémie qui accompagne l'ischémie est également un médiateur de I'excitotoxicité. En
effet, il semble qu'une courte période de privation en glucose changerait la sensibilité des
neurones au glutamate, et donc impliquerait un changement dans la neurotoxicité du glutamate.
Ainsi, il a été montré que des concentrations de glutamate ou de NMDA en-dessous du seuil
de toxicité¢ deviennent toxiques pour des neurones corticaux en insuffisance métabohque
(Rajdev & Reynolds, 1994). L'inhibition métabolique pendant l'ischémie provoquerait une
activation des récepteurs NMDA a caractére toxique apreés retour en conditions normales
(Vornov, 1995), ce qui pourrait expliquer le délai entre la fin de I'exposition et I'apparition des

effets neurotoxiques et donc le phénomene de mort neuronale retardee.

Par ailleurs, une réduction prolongée de I'apport en glucose pourrait contribuer dans le temps a
augmenter les taux du glutamate extracellulaire apparu pendant lischémie, a [l'origine

finalement d'un cercle vicieux avec libération de glutamate induite par le glutamate.

4.3.2. ontogenése

Dans les modeles d'hypoxie/ischémie périnatale in vivo, le glutamate est neurotoxique et cette
toxicité est particuliérement marquée chez I'animal immature, l'ordre de toxicité des analogues
du glutamate étant NMDA>AMPA>kainate (MacDonald & Johnston, 1990). Le pic de
sensibilité maximale au NMDA chez le rat est observé a l'dge de six jours, celui au AMPA a
dix jours, ces résultats €tant corroborés par ceux d'études menées in vifro (Frandsen &
Schousboe, 1990).
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Or, le profil développemental de la mort neuronale hypoxique/ischémique est similaire a celui
de la mort neuronale médiée par le NMDA. La vulnérabilité particuliére du cerveau de I'animal
immature vis-a-vis de 'hypoxie/ischémie pourrait s'expliquer par I'expression transitoire d'une
forte densité de récepteurs NMDA pendant le développement cérébral (Johnston, 1993). De
plus, il a été montré chez le cobaye in vivo quune hypoxie maternelle provoquait la
modification de sites modulateurs des récepteurs NMDA de membranes du cerveau feetal, cette
modification pouvant étre un mécanisme potentiel de neuroexcitotoxicité (Mishra & Delivoria-
Papadopoulos, 1992).

Cependant, des études de T'effet des différents agonmistes des récepteurs glutamatergiques,
effectuées sur des neurones corticaux de souris en culture a divers stades de développement,
ont montré qu'il n'existait pas de corrélation simple entre l'expression des sites de liaison des
acides aminés excitateurs et leur capacité a induire une cytotoxicité, 'apparition des sites de

liaison précédent en général celle de I'excitotoxicité (Wahl e a/, 1991).

4.3.3.topographie

La distribution anatomique des récepteurs du glutamate, du récepteur NMDA en particulier,
correspond étroitement a la localisation des Iésions observées dans les modeles
d'hypoxie/ischémie in vivo. L'exemple type est la région CA1 de I'hippocampe, trés vulnérable
a l'agression hypoxique et par ailleurs trés riche en neurones glutamatergiques (Newell ez a/,
1990).

4.3.4 limites de I'hypothése excitotoxique

Sile glutamate et ses récepteurs semblent souvent jouer un role prépondérant dans la survenue
des dommages neuronaux apreés l'hypoxie/ischémie, il n'en demeure pas moins que
T'excitotoxicité n'est pas la seule cause en jeu et peut méme s'avérer d'importance mineure dans
certains cas d'ischémie sévére, ou la présence d'antagonistes NMDA n'empéche pas la mort

neuronale a long terme (Goldberg ef al, 1987).

L'effet de I'hypoxie est certes médié (au moins en partie) par les effets du glutamate, mais ils ne
se superposent pas exactement, comme cela est apparu dans des coupes de motoneurones des
nerfs vague et hypoglosse exposées a l'anoxie, ou la dépolarisation n'est pas affectée par des
antagonistes NMDA ou non NMDA, quoique le glutamate soit bien libéré dans le milieu

extracellulaire; ou encore dans des neurones hippocampaux en culture exposés au ghitamate,
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ou l'élevation des taux calciques intracellulaires est différente de celle provoquée par l'anoxie
(Haddad & Jiang, 1993). Le role de la neurotoxicité du glutamate dans la mort neuronale
suivant l'hypoxie/ischémie a été largement démontré dans de nombreux cas expérimentaux,
mais il demeure des réserves sur cette hypothese (Choi & Rothman, 1990).

Enfin, 'hypothése excitotoxique repose largement sur les résultats de travaux effectués in

vitro. La comparaison de ces études avec les observations /7 vivo a conduit a réévaluer le réle

du glutamate, notamment dans le cas de l'ischémie focale (Hossmann, 1994).

5) Implication des radicaux libres dans 1'excitotoxicité

L'excitotoxicité est également associée a une production de radicaux libres. L'activation du
récepteur NMDA secondaire a I'hypoxie conduit a la production simultanée d'espéces réactives
dérivées de l'oxygene et d'oxyde nitrique, générant le radical libre peroxynitrite a I'origine de
dommages cellulaires (Reynolds & Hastings, 1995; Gunasekar et al, 1995). La voie de
dégradation de l'acide arachidonique conduit également a la formation de radicaux libres, par
action sur les lipides membranaires, cet effet étant également médié par une excitotoxicité de
type NMDA. En retour, ces derniers agissent sur les mécanismes de l'excitotoxicité, exacerbant
les effets neurotoxiques du glutamate. Deux mécanismes possibles de cette action ont été mis
en évidence lors d'études in vitro: la stimulation de la libération des acides aminés excitateurs
et I'mhibition de leur recapture. Tous deux concourrent a I'élevation des taux de glutamate

extracellulaire et donc participent a ses effets déléteres.

5.1.stimulation de la libération d'acides aminés excitateurs

Lors de I'hypoxie/ischémie, les neurones centraux liberent du glutamate et de I'aspartate dans le
milieu extracellulaire parallelement a la production de radicaux libres (Cazevieille et al, 1993).
Or, il a ét€ établi lors de travaux effectués sur des coupes dhippocampe que ces radicaux libres
provoquent une hbération accrue d'acides aminés excitateurs (Pellegrini-Giampietro ez al,
1990). Ce résultat est par ailleurs corroboré par d'autres observations expérimentales selon
lesquelles les systemes antioxydants protégent les neurones dune dégénérescence de type
excitotoxique, tandis que l'action d'enzymes connues pour générer les radicaux libres aggravent

cette dégénérescence (Buisson ef al, 1993; Manzoni & Bockaert, 1993).
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5.2.inhibition de la recapture du glutamate

Dans les conditions physiologiques, le maintien de taux extracellulaires de glutamate faibles est
assuré par des systémes de transport du glutamate a grande capacité, fonctionnant pour une
grande part au niveau des cellules gliales. Pendant l'ischémie, le glutamate est libéré et
s'accumule dans l'espace extracellulaire du fait de I'inhibition de ces systémes de transport. Les
radicaux libres pourraient participer a un tel blocage de la recapture du glutamate: ceci a été
montré sur des astrocytes corticaux en culture exposés au systéme générateur de radicaux
libres xanthine et xanthine oxydase, ou directement au peroxyde d'hydrogéne HyO, (Volterra
et al, 1994). Cette action mhibitrice serait liée d'une part a 'oxydation durable de groupements
sulthydryles des protéines du transport du glutamate, d'autre part a l'inactivation des pompes
sodiques Na'/K"-ATPase, la recapture dépendant des gradients sodiques transmembranaires
(Danbolt, 1994; Garlin ef al, 1995).
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IV. BUT DE L'ETUDE

1) Cadre de I'étude et objectifs

Il est établi que le cerveau du nouveau-né résiste mieux a une privation en oxygene que celui
de l'adulte, sa moindre vulnérabilité a I'hypoxie/ischémie ayant été corrélée a un métabolisme
énergétique particulier et a de meilleures capacités d'adaptation. Toutefois, I'encéphalopathie
hypoxique/ischémique demeure une cause majeure de morbidité périnatale. Elle entraine divers
types de déficits neurologiques, caractérisés cliniquement selon la région cérébrale atteinte, le
degré d'agression tissulaire, et selon l'age auquel survient la pathologie (prématuré, nouveau-né
a terme ou stades ultérieurs de développement). Le traitement de l'asphyxie pérnatale par
I'oxygénothérapie, qui consiste a enrichir I'apport d'oxygéne dans l'air nspiré, a également été

impliqué dans la survenue de certaines pathologies consécutives a un stress oxydatif.

Les mécanismes cellulaires et moléculaires conduisant a la mort neuronale d'origine
hypoxique/ischémique au cours de la période périnatale sont encore hypothétiques. En effet,
I'mterprétation des observations effectuées in vivo est rendue difficile par la complexité du
cerveau, en raison de la présence de nombreux types cellulaires présentant des sensibilités
différentes vis-a-vis de l'agression. De plus, des systémes régulateurs périphériques, au niveau
par exemple de la fonction cardiovasculaire, interférent dans la réponse cérébrale et les effets
d'un mécanisme particulier sont difficile a appréhender, d'autant plus lorsqu'ils sont étudiés a
long terme. Cependant, les observations effectuées sur les modéles in vivo ont fourni des

mformations qui ont permis d'avancer plusieurs hypothéses quant aux processus impliques.

La perturbation du métabolisme énergétique pendant I'hypoxie/ischémie serait a l'origine d'une
dérégulation des fonctions cellulaires, aboutissant a la perte de 'homéostasie ionique et a une
surcharge cellulaire en calcium précédant la mort neuronale retardée. Consécutivement a
I'accumulation extracellulaire de glutamate libéré par les cellules nerveuses, la stimulation des
récepteurs des acides aminés excitateurs participerait a l'influx calcique et contribuerait a
l'activation de systémes enzymatiques aux effets délétéres. Par ailleurs, des événements se
produisant pendant la période de réoxygénation peuvent également étre impliqués dans la
survenue des dommages. En particulier, une production accrue de radicaux libres dérivés de

I'oxygene serait responsable d'altérations membranaires a l'origine de I€sions irréversibles.
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Contrairement aux effets immeédiats de lischémie cérébrale, les conséquences cellulaires de
I'hypoxie-réoxygénation et leur décours temporel ont €té tres peu étudies. Il a été mis au point
au laboratoire un modéle reproductible in vitro, permettant d'évaluer le degré d'implication de
facteurs particuliers dans la survenue a moyen terme des lésions post-hypoxiques dans des
neurones centraux en culture pure, et d'analyser les mécanismes moléculaires et cellulaires mis
en jeu (Daval et al, 1991). Les travaux réalisés au cours de cette étude se proposaient

d'atteindre les objectifs suivants:

(1) mesurer la production neuronale de radicaux libres dérivés de I'oxygene, ces radicaux étant
suspectés d'occuper une place prépondérante dans la cascade des événements qui contribuent
au processus de mort cellulaire a la suite de l'asphyxie cérébrale, notamment en période
néonatale. Nous avons focalisé 1'étude sur 'anion superoxyde, car ce demnier, qui est formé par
l'acquisition d'un électron sur la molécule d'oxygene, joue un role déterminant de par son
caractere toxique propre et du fait qu'il est a l'origine de la formation du radical hydroxyle,
particulierement réactif et délétere. Il a été montré que les radicaux superoxydes sont présents
dans le milieu extracellulaire cérébral lors d'une reperfusion post-ischémique, les radicaux
formés dans la cellule diffusant a l'extérieur au travers d'un canal anionique. Etant donné la
nature treés réactive de ce composé, nous avons choisi de développer une méthode
spectrophotométrique pour sa détection puis sa quantification dans le milieu de culture, en
mesurant la réduction spécifique de l'acétyl-cytochrome c. Cette technique a été ensuite
appliquée a 'hypoxie pour, dans un premier temps, €tablir 'évolution des taux de radicaux a
lissue d'un €pisode hypoxique et au cours de la phase de réoxygénation. Nous avons évalué en
parallele I'imfluence de la présence de sérum dans le milieu de culture sur la production basale
et post-hypoxique de superoxyde, afin de souligner le role que peuvent jouer les facteurs
trophiques dans la réponse cellulaire. Dans un second temps, nous avons analysé I'impact de
I'hypoxie sur le metabolisme énergétique et la production de radicaux libres en relation avec les
conditions de réoxygénation, en normoxie ou avec une hyperoxie transitoire, afin d'évaluer
leffet potentiel d'un exces d'oxygene sur l'amplitude des phénomenes impliqués dans la

survenue des lésions cellulaires post-hypoxiques

(2) analyser le degré de maturation des voies glutamatergiques dans notre modele de neurones
en culture, afin d'évaluer l'importance des processus excitotoxiques dans les conséquences de
I'hypoxie/réoxygenation. Pour ce faire, l'expression des récepteurs des acides amines
excrtateurs a €té ¢tudiée par l'analyse de la liaison du glutamate et son déplacement par des
agonistes spécifiques des différentes classes de récepteurs du glutamate: NMDA, AMPA,
kainate et metabotropes. Nous avons également évalué les propriétés fonctionnelles de ces

récepteurs par I'étude de l'effet dépolarisant du glutamate sur les neurones
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(3) déterminer la sensibilité des neurones en culture au glutamate et a ses analogues, afin de
comparer les conséquences d'une exposition transitoire au glutamate a celles de
I'hypoxie/réoxygénation. En vue de souligner la spécificité du neurone immature, nous avons
effectué cette derniére étude a deux stades différents de maturation, a savoir sur des neurones

apres 6 jours et aprés 13 jours de culture

2) Présentation des résultats

La démarche adoptée pour la présentation des résultats suit un plan qui s'articule autour des
principales publications issues du travail rapporté. Chacune d'entre elles est précédée d'un bref
rappel des objectifs, puis un paragraphe décrit succintement les techniques utilisées, les
principaux résultats obtenus sont résumeés, enfin les conclusions sont briévement énoncées et

replacées dans le contexte général.
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V.SECTION EXPERIMENTALE

1) Mise au point d'une méthode d'évaluation de la production du
radical superoxyde dans des cellules nerveuses soumises a diverses
conditions de culture et application a I'hypoxie

1. 1.objectif de 1'étude

Afin de mesurer la production cellulaire de radicaux libres dérivés de l'oxygéne a la suite de
I'hypoxie/réoxygénation dans notre modele, nous avons choisi de mettre au point une technique
spectrophotométrique pour détecter et quantifier dans le milieu extracellulaire les radicaux
superoxydes qui occupent une place importante parmi les espéces réactives. Nous avons
ensuite appliqué cette méthode aprés hypoxie puis au cours de la période de réoxygénation
dans les neurones en culture primaire. Nous avons également évalué linfluence de la
composition du milieu de culture, avec ou sans sérum de veau foetal, sur la production basale et
post-hypoxique de radicaux superoxydes, afin de souligner le réle que peuvent jouer les

facteurs trophiques dans la réponse cellulaire a la privation d'oxygeéne.
1.2.approche expérimentale

Les cultures pures de neurones ont ¢té obtenues par la méthode mise au point au laboratoire et
décrite en détail dans l'annexe technique. Le milieu a été additionné de sérum de veau foetal a
5% au cours du premier jour de culture, puis les neurones ont été placés dans un milieu sans
sérum mais transitoirement enrichi en facteurs de croissance (pendant 48 heures). Un lot
supplémentaire de neurones a été cultivé jusqu'au jour de l'expérimentation dans un milieu

comportant du sérum a 2,5%.

Apres 8 jours in vitro, les neurones ont été soumis a une privation d'oxygéne par incubation
pendant 6 heures dans un mélange gazeux constitué de 95%N, et 5%CO5, un groupe témoin
étant maintenu en normoxie (95% air et 5%CO,). L'ensemble des cultures a été ensuite replacé
dans les conditions normoxiques standard pendant 3 heures. Des échantillons de milieu ont été
prélevés a Tg, Tgp et Top , pour analyser leur teneur en O, CO», leur pH et la présence de

radicaux superoxydes.
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La technique que nous avons développée pour mesurer les radicaux superoxydes a pour
principe de piéger ces demniers apres leur diffusion dans le milieu extracellulaire par la présence
d'acétyl-cytochrome c qui est alors réduit de fagon spécifique et irréversible. Aprés ringage des
cellules, le milieu d'incubation a été remplacé par une solution tampon Krebs-Ringer contenant
l'acétyl-cytochrome c, et la mesure des radicaux superoxydes a été réalisée sur des échantillons
du milieu extracellulaire. Le spectre d'absorption de ces échantillons puis leur dérivée seconde
ont été enregistrés entre 500 et 600 nm afin de mesurer l'acétyl-cytochrome ¢ réduit. Un
second spectre en dérivée seconde a ensuite été enregistré apres compléte réduction de I'acétyl-
cytochrome c présent par addition de dithionite de sodium, le rapport des 2 pics obtenus
permettant alors un calcul précis et reproductible de la quantité d'acétyl-cytochrome c réduit, et
donc de la quantité de radicaux superoxydes présents dans le milieu baignant les cellules. La
spécificité de la méthode a pu étre démontrée par addition préalable de superoxyde dismutase
dans le milieu d'imcubation des cellules. Cette enzyme qui transforme les anions superoxydes en
peroxyde dhydrogéne a compleétement aboli la détection du pic de réduction de l'acétyl-

cytochrome c.

L'aspect morphologique des cellules a été analysé en fonction du temps par microscopie
optique en contraste de phase.

1.3.principaux résultats

L'exposition des neurones en atmosphére anaérobique n'a induit aucune altération
morphologique notable a lissue de l'agression hypoxique comme aprés 3 heures de
réoxygénation. En effet, les dommages cellulaires n'ont été observés que 72 heures aprés
réoxygénation. La POy mesurée dans le milieu de culture a été significativement réduite de
78% apres 6 heures dhypoxie. La PCO; est demeurée inchangée, tandis que le pH était
diminué a Tgp, et a Tgp,.

Dans les cultures témoins, il a ét€¢ mis en évidence une production basale de superoxydes (de
3,87 puis 5,58 nmol/100 pg prot. respectivement a Tg}, et a Tgp) qui était significativement
réduite lorsque les neurones étaient cultivés en présence de 2,5% de sérum de veau foetal (de

0,36 puis 1,24 nmol/100 pg prot. respectivement a Tg}, et a Tgp).

Aprés exposition a I'hypoxie (a Tgp), la production de superoxydes a été évaluée a 5,92
nmol/100 pg prot., puis s'est encore accrue aprés 3 heures de réoxygénation pour atteindre
9,26 nmol/100 pg prot.. En présence de sérum, la production de superoxydes a également été
stimulée par lhypoxie/réoxygénation, mais les taux sont demeurés inférieurs a ceux des

témoins sans sérum (2,87 nmol/100 ug prot. a Top).
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1.4.conclusion de 'étude

La méthode spectrophotométrique basée sur la réduction spécifique d'acétyl-cytochrome c
apparait comme un moyen adapté et reproductible pour évaluer la présence de radicaux
superoxydes, et déterminer ainsi leur production par des cellules in vitro. Une formation basale
de superoxydes qui augmente en fonction du temps a été mise en évidence dans les neurones
cultivés en milieu chimiquement défini, alors que la présence de sérum a réduit la quantité de
radicaux produits.

L'hypoxie a accru la production de radicaux, en particulier pendant la période de
réoxygénation, ce phénomene pouvant étre a l'origine de Iésions cellulaires. En présence de
sérum, les taux de superoxydes dans le milieu sont demeurés faibles.

Ainsi, l'augmentation de la longévité des cellules neuronales cultivées en présence de sérum
pourrait en partie s'expliquer par une production moindre de radicaux libres par comparaison
avec les neurones maintenus en milieu chimiquement défini dont la capacité a survivre est plus

limitée dans le temps.

1.5.publication
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Summary: To evaluate the potential deieterious influence
of oxygen-derived free radicals following hypoxia in a
model of primary culture of neurons obtained from the
{etal rat brain. superoxide radicals were measured as a
function of time in the extracellular medium. Neuronal
22lls were grown for 8 days in the presence or absence of
serum. then incubated in a buffered Krebs—Ringer solu-
tion containing 60 wM acetyl-cytochrome c¢. The rate of
superoxide radical formation was quantified spectropho-
rometrically by measuring the specific reduction of
acetyl-cytochrome ¢. Under normoxic conditions (95%
air-3% CO,). basal production of superoxide that in-
creased with time was recorded. It was significantly more

pronounced in cells grown in serum-free medium. Under
both cuiture conditions, acute hypoxia (95% N.-5% CO-)
for 6 h increased superoxide radical amounts in the ex-
tracellular medium. and they were still enhanced 3 h after
reoxygenation. The addition of superoxide dismutase to
the incubating medium abolished the detection of super-
oxide radicais. The present study describes a new reliable
method for superoxide radical measurement in cells in
vitro and demonstrates hypoxia/reoxygenation-induced
overproduction of superoxide in cultured neurons that
may account for ceil injury. Key Words: Acetyl-cvto-
chrome ¢—Hypoxia—Influence of serum-—Neuron-en-
riched culture—Reoxvgenation—Superoxide radicals.

An increasing number of studies has outlined the
importance of the formation of oxygen-derived free
radicals in biological tissues. Such compounds may
lead to lipid peroxidation and contribute to hypox-
ia~ischemia brain damage (Siesjé et al., 1989), in-
cluding during the perinatal period (Pitkinen et al.,
1990). Among the reactive oxygen species involved
in brain damage, superoxide anion radicals may be
generated from different sources such as mitochon-
dria, xanthine oxidase. metabolism of arachidonic
acid, autoxidation of various compounds. and the
respiratory burst of polymorphonuclear leukocytes
{Chambers et al., 1985; Jewett et al., 1989; Turrens
2t al., 1991). Superoxide radicals are then converted
10 hydrogen peroxide, either spontaneously or by
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Abbreviations used: DIDS, diisothiocyano-2. 2-stilbene disui-
‘onate; DMEM., Duibecco modified Eagie’'s medium: Pco, and
Po., partial pressure of carbon dioxide and oxygen. respectively:
SOD, superoxide dismutase.
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the enzyme superoxide dismutase (SOD), and sec-
ondarily produce hydroxyl radicals. Such a produc-
tion of superoxide radicals occurs mainly during
reoxygenation following hypoxia~ischemia, but
also under basal conditions as well as during hyp-
oxic-ischemic insults, when tissues are exposed to
very low oxygen concentrations (Demopoulos et
al., 1980). Superoxide has been detected in the ex-
tracelluiar fluid of the newborn pig brain during
postischemic reperfusion (Armstead et al., 1988),
and it has been shown that superoxide radicals
formed within the cell may reach the extracellular
fluid via a diisothiocyano-2, 2-stilbene disulfonate
(DIDS)-sensitive anion channel (Kontos et al.,
1985).

Since oxygen-derived free radicals are highly re-
active compounds, and thus are very difficult to
detect, we have developed a spectrophotometric
method for the analysis of superoxide anion radical
production in the surrounding medium of cultured
neurons under basal conditions as well as following
acute hypoxia. by measuring the specific reduction
of acetyl-cytochrome c.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

When they were in the proestrus period, as
shown by the observation of daily vaginal smears,
Sprague-Dawley femalie rats (Iffa-Credo, L’Ar-
bresle, France) were housed together with males for
24 h. They were then maintained in separate cages,
under standard laboratory conditions, on a 12:12-h
light/dark cycle (lights on at 0600) with food and
water available ad libitum. All animal experimenta-
tion was carried out using the highest standards of
animal care, according to the NIH Guide for Care
and Use of Laboratory Animals.

Neuronal cell cultures

Neuronal cell cultures were obtained from [4-
day-old rat embryo forebrain. Pregnant female rats
were anesthetized with halothane and living em-
bryos were excised by cesarean section under ster-
ile conditions. Whole embryos were placed in cul-
ture medium previously equilibrated at 37°C, and
forebrains were carefully collected. Neuronal cell
suspensions were then obtained as described previ-
ously (Daval et al., 1991; Nicolas et al., 1994). Brain
tissues were dissected free of meninges and gently
dispersed in a mixture of Dulbecco modified Ea-
gle’s medium (DMEM) and Ham’s F12 medium
(50:50) supplemented with 5% inactivated fetal calf
serum. After centrifugation at 700 g for 10 min, the
pellet was redispersed in the same medium and
passed through a 46-pm-pore size nylon mesh. The
density of the cell suspension was measured, and
aliquots were transferred into 35-mm petri dishes
(Falcon) precoated with poly-L-lysine to obtain a
final density of 10° cells/dish. Cultures were kept at
37°C in a humidified atmosphere of 95% air-5% CO,
for 24 h, and the medium was then replaced with a
fresh hormonally defined serum-free medium con-
sisting of the DMEM/Ham's Fi2 mixture enriched
with human transferrin (1 mM), insulin (1 mM), pu-
trescine (0.1 mM), progesterone (10 nM), estradiol
(1 pM), and Na selenite (30 nM) (Bottenstein and
Sato, 1979). Subsequent medium changes with se-
rum-free medium were performed twice a week. In
separate experiments, cultured neurons were main-
tained in 2.5% fetal calf serum-supplemented me-
dium until the day of the experiment.

Hypoxia—-reoxygenation exposure

After 8 days in vitro, a first set of culture dishes
(n = 42) was incubated for 6 h under normoxic
conditions with a standard gas mixture of 95% air-
5% CO., whereas a second set (n = 42) was de-
prived of oxygen by incubation for 6 h in a gas
mixture consisting of 95% N,-5% CO,. All cultures
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were finally returned to standard normoxic atmo-
sphere for 3 h.

Just prior to the beginning of the experiment (T =
0), and then immediately at the end of the hypoxic
insult (T = 6 h) as well as at the end of the final
exposure time (T = 9 h), aliquots of the cell incu-
bation medium were rapidly collected from repre-
sentative dishes using a sterile syringe and analyzed
for their O, and CO, contents and pH by means of
a gas analyzer (Corning, Halstead, UK), as de-
scribed by Sher (1990).

At the end of the incubation period, cell morphol-
ogy was assessed by phase-contrast microscopic
observations. Cultured cells were rinsed twice with
2 ml of 0.9% NaCl and finally scrapped off with 1t mi
of I N NaOH for the determination of protein con-
centrations according to Bradford (1976).

Superoxide radical measurement

The presence of superoxide radicals in the cell
incubation medium was detected and then quanti-
fied by a second derivative spectrophotometric
method based on a modification of the procedure
described previously by Ghersi-Egea et al. (1991),
using acetyl-cytochrome ¢. Acetyl-cytochrome ¢
was synthesized from acetic anhydride in haif-
saturated sodium acetate, followed by four dialysis
steps according to Azzi et al. (1975). The concen-
tration of the acetyl-cytochrome ¢ obtained was cal-
culated from its reduction spectrum, using an ex-
tinction coefficient of 19,000 M~' - cm™!, at 530
nm. The efficiency of the acetylation was checked
by the inability of acetyl-cytochrome ¢ to be re-
duced by a NADPH—<ytochrome P-450 reductase-
containing preparation in the presence of NADPH.

Due to interference of the original culture me-
dium containing phenol red with the spectrophoto-
metric signal resulting from the reduction of acetyl-
cytochrome ¢, cultured neurons were rinsed twice,
immediately before cell exposure experiments, with
2 ml of a sterile Krebs—Ringer solution (125 mM
NaCl, 4.8 mM KCl, 1.2 mM MgSO,, 1.3 mM CaCl,,
1.2 mM KH,PO,, 5.6 mM glucose) buffered with
HEPES (25 mM). Then, 1.5 ml of the buffer solu-
tion containing 60 M acetyl-cytochrome ¢ was
added to each culture dish. Aliquots of culture in-
cubating medium were sampled at various time in-
tervals and analyzed for the amount of acetyl-
cytochrome ¢ reduced. The simpie measurement of
the absorbance at 550 nm resulted in a lack of pre-
cision due to (i) changes in the volume of the me-
dium linked to potential evaporation and, therefore,
in the acetyl-cytochrome ¢ concentration in the cell
dishes during the time course of the experiment and
(ii) the overlapping of the absorption bands at 550
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FiG. 1. Typical absorption spectra of an acetyi-cytochrome
c-containing cuiture incubation medium. A: Baseline (bf) and
standard spectrum. B: Second derivative spectrum. C: Sec-
ond derivative spectrum of the solution fuily reduced by so-
dium dithionite. Note the different scales. The ampiitudes of
the second derivative spectra are expressed as a percentage
af 1 Abs/nm?2. In this assay, a 7.8% reduction of acetyl-
cytochrome ¢ can be measured. and this corresponds to the
appearance of 7.02 nmol of superoxide in the surrounding
medium of the neuronal ceil cuiture during the incubation
seriod with acetyi-cytochrome c.

nm at a low reduced/oxidized acetyl-cytochrome ¢
ratio (Fig. 1A). Therefore, the foliowing procedure
was adopted. The sample was diluted in degassed
distilled water. The absorption and the second de-
rivative spectra were then recorded between 500
and 600 nm against distilled water in a double-beam
spectrophotometer (Uvikon 820, Kontron). With
respect to the assay conditions (i.e., scan speed,
100 nm/min; datum point interval, 4 nm; time con-
stant, 2 s), recording the second derivative spec-
rrum allowed complete separation, at 550 nm, of the
signal from the other signals issued from the Soret
band absorption (Fig. 1B). The solution was then
fully reduced by the addition of a few grains of so-
dium dithionite, and the second-order derivative
was recorded again (Fig. 1C). The amplitude varia-
tions d>Abs/d\*> were measured between the valley
at 550 nm and the peak at 556 nm in both cases, and
the amount of acetyl-cytochrome ¢ reduced was ex-
pressed as the ratio of the amplitudes measured be-

fore and after the reduction of the preparation by
sodium dithionite.

The linearity of the second derivative signal as a
function of the percentage of acetyl-cytochrome ¢
reduced was assessed using double-compartment
cuvettes (optical path, 0.5 cm/compartment). One
compartment contained a solution of oxidized
acetyl-cytochrome ¢, while the other one contained
a solution of fully reduced acetyl-ctyochrome c (48
wM). Different dilutions of these solutions were
used to obtain various ‘‘virtual’’ ratios of reduced-
to-oxidized acetyl-cytochrome ¢, the total concen-
tration being constant. For each assay, the second
derivative spectra were recorded. As shown in Fig.
2, the relation between the reduced/oxidized acetyl-
cytochrome c ratio and the second derivative signal
was linear (r = 0.999 up to 40% of reduced acetyl-
cytochrome ¢, and r = 0.997 through the whole
range of detection of acetyl-cytochrome c¢ reduc-
tion). In addition, the detection threshold allowed
accurate measurement of the reduction of 1% of the
total acetyl-cytochrome ¢ present in the surround-
ing medium. This corresponds to the reduction of
0.9 nmol of acetyl-cytochrome c in a culture dish.

RESULTS

Neuronal cultured cells

Eight-day-old cultures grown in serum-free me-
dium on a poly-L-lysine substratum showed a very
high percentage ( >97%) of living cells, as demon-
strated by Trypan blue exclusion, with very few
(<7%) nonneuronal elements, i.e., glioblasts and
fibroblasts, as shown previously in preliminary
immunocytochemical characterization (data not
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FiG. 2. Second derivative signal as a function of the reduced/
oxidized acetyl-cytochrome ¢ ratio. The various reduced/
oxidized acetyi-cytochrome ¢ ratios were obtained using
double-compartment cuvettes (see Materials and Methods).
Resuits are expressed as a percentage of the amplitude mea-
sured with the fully reduced solution. Each measurement
was repeated two or three times.
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TABLE 1. Evolurion of pH, Po, and Pco, in the
incubation medium of cultured neurons

pH Po, (mm Hg) Pco, (mm Hg)

Control

0Oh 7.27 = 0.02 139.2 = 0.2 298 =22

6h 7.23 = 0.03 140.0 = 0.3 33.1 3.0

9h 7.24 = 0.02 143.4 = 0.2 329=1.8
Hypoxia

0h 7.25 = 0.02 140.1 = 0.4 30.6 =29

6h 7.15 = 0.01* 31.7 = 3.3* 32.8 = 3.1

9h 7.14 = 0.02* 131.3 = 4.9 340 = 2.8

Data are expressed as mean values * SD from 12 representa-
tive samples. Control corresponds to the normoxia~normoxia
group, and hypoxia to the hypoxia—normoxia group. Statistically
significant difference from control: *p < 0.01 (Dunnett’s ¢ test for
multiple comparisons).

shown). The cultures exhibited polygonal peri-
karya, with some cellular clumps, interconnect-
ed by a dense fiber network. In the presence of se-
rum-supplemented medium, similar development of
cuitured cells was observed, but the total percent-
age of nonneuronal elements, especially glial cells,
tended to increase as a function of time.

Cell exposure to an anaerobic atmosphere for 6 h
did not induce noticeable morphological alterations
in cultured neurons observed 3 h after the end of the
hypoxic insult. Likewise, protein levels (170 = 14
wg/dish, under serum-free medium conditions) did
not differ significantly from controls (177 = 11 ug/
dish). Similar observations were made when cul-
tures were grown in serum-containing medium.

Characteristics of the extracellular fluid

As shown in Table 1, exposure of the cultured
neurons to an anaerobic environment for 6 h re-
duced the partial pressure of oxygen (Po.) in the
incubation medium by 78%. Three hours after re-
turning to normoxic conditions, the Po, tended to
remain lower than in control cultures. Whereas the
Pco, was not altered by hypoxia, the pH of the
extracellular medium decreased compared to con-
trol values and was still low 3 h after the end of
exposure to hypoxia (Table 1).

Superoxide radical formation

The acetyl-cytochrome c¢ incubated in the ab-
sence of cultured cells did not undergo detectable
reduction for at least 24 h. The ratio of reduced-to-
oxidized acetyl-cytochrome c in aliquots of the sur-
rounding medium of the cultured cells was stable
for 24 h at 4°C, and remained constant when the
samples were diluted in distilled water, during the
spectrophotometric recordings.

In control cultures grown in the absence of se-
rum, 4.3 and 6.2% acetyl-cytochrome ¢/100 pg of
protein were specifically reduced after 6 and 9 h,

P
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respectively (Fig. 3). This corresponds to 3.87 and
5.58 nmol of superoxide detected/100 wg of protein.
The presence of 2.5% fetal calf serum in the culture
medium for 8 days significantly reduced the produc-
tion of superoxide radicals.

Following hypoxia, a significant increase in the
reduction of acetyl-cytochrome ¢ could be mea-
sured in the medium of cultures grown in the ab-
sence of serum. It reached 53% at the end of expo-
sure to hypoxia and 66% 3 h later. When cells were
cultured in the presence of serum, the reduction of
acetyl-cytochrome ¢ also increased during and after
acute hypoxia but remained quite low compared to
that of cultures maintained in serum-free medium
(Fig. 3). In all cases, the additional presence of SOD
(1,330 U/ml) in the Krebs—Ringer solution during
cell incubation totally abolished the reduction of
acetyl-cytochrome c.

DISCUSSION

The present study reports a simple and easy spec-
trophotometric method for the evaluation of super-
oxide radical production in brain cells grown in
vitro under various culture conditions and provides
the first data on superoxide formation in cultured
neurons exposed to hypoxia.

15 —  Control SFM
+— Hypoxia SFM
~ Control SSM
m-m Hypoxia SSM

10 =

superoxide radical formation (mnol/ 100 proteins)

1]

? time (hours)

FiG. 3. Effects of cuiture conditions and hypoxia on the rate
of superoxide radical formation in cuitured neurons. Data
were obtained from five experiments (n = 18) for celis grown
in serum-free medium (SFM) and from two separate experi-
ments (n = 10) for cells grown in serum-suppiemented me-
dium {SSM). When exposed to hypoxia, culture dishes were
incubated for 6 h in 95% N,=5% CO,. Statistically significant
difference from controis: *p < 0.05 and **p < 0.01 (Dunnett's
t test for multipie comparisons).
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Oxygen-derived free radicals are known to be
generated in brain, kidneys, heart, lungs, intestines,
and other organ systems during a variety of insults
(Ganduel and Duvellerory, 1984; Granger et al.,
1986; Kontos, 1989). Aerobic metabolism entails
the production of oxygen species, even under basal
conditions, and there is a continuous need for inac-
tivation of these derivatives, which are known to
have deleterious effects by altering all types of bi-
ological molecules, including DNA, lipids, proteins,
and carbohydrates. Thus, oxidative stress may be
involved in processes such as mutagenesis, carci-
nogenesis, lipid peroxidation, membrane damage,
and protein oxidation and fragmentation, as well as
carbohydrate damage (Sies, 1993).

The role of the superoxide radical produced by
the one-electron reduction of dioxygen has been
well documented, particularly in hypoxic~ischemic
brain tissue injury and edema (lkeda and Long,
1990). However, the exact mechanism by which the
excess of superoxide generation would exert toxic
effects remains unclear. It has been demonstrated
that during ischemic states, brain production of free
radicals such as superoxide causes increased re-
lease of excitatory amino acids which are endowed
with neurotoxic effects (Pellegrini-Giampietro et
al., 1990). Also, the free radical hypothesis in hyp-
oxic-ischemic cell injury shares a common path
with the excitotoxic hypothesis. i.e.. its depen-
dence on calcium (Orrenius et al., 1989), and it has
been proposed that free radicals, either alone or in
combination with excitatory amino acids, may en-
hance calcium influx and overload to exacerbate
neuronal damage (Halliwell, 1992; Schurr and
Rigor, 1992).

Beside in vivo models, the in vitro approach ap-
pears more advantageous for answering cellular and
molecular mechanistic questions. In particular, cell
cultures are useful tools for studying the mecha-
nisms involved in cell death following hypoxia or
ischemia. By manipulating the extracellular envi-
ronment, conditions that closely mimic what is
thought to occur in vivo can be produced (Daval et
al., 1991; Murphy and Horrocks, 1993).

Cell cuitures, especially primary cultures of neu-
rons, have been used to examine in detail the effects
of hypoxia (Goldberg et al., 19874; Daval et al.,
1991), hypoglycemia (Monyer et al., 1989), isch-
emia (Goldberg et al., 1986), or exposure to gluta-
mate (Choi et al., 1987; Frandsen and Schousboe,
1991). Although numerous parameters have been
analyzed, very few studies, to our knowledge, have
focused on the production of free radicals.

Detection of radical production has been difficult
because of their short half-lives. Several investiga-

tors have used indirect methods, e.g., effects of ad-
ministration of radical scavengers or changes occur-
ring in endogenous scavengers (Flamm et al., 1978;
Yamamoto et al., 1983). More recently, in an at-
tempt to measure production of radicals in brain
more directly, several techniques have been de-
scribed, including nitroblue tetrazolium (NBT) re-
duction (Armstead et al., 1989), chemiluminescence
(Imaizumi et al., 1984), electron spin resonance
(ESR) spectroscopy (Lai et al., 1986; Zini et al.,
1992), and salicylate trapping (Cao et al., 1988).

In cerebral preparations, the rate of enzyme-
mediated superoxide radical formation could be
quantified by a spectrophotometric method measur-
ing the reduction of acetyl-cytochrome ¢ with good
specificity of the molecuie reduction by superoxide
anion (Ghersi-Egea et al., 1991). Based on this
method, acetyl-cytochrome ¢ was used in the
present study to counteract radical shortcoming by
“trapping’’ superoxide that has diffused through
cell membranes to reach the extracellular medium,
and the presence of superoxide was measured in the
incubating medium of cultured neurons using a sec-
ond derivative spectrophotometric procedure. In
the experiments described here, acetyl-cytochrome
c is specifically reduced by superoxide radicals gen-
erated by the cells. as shown by the addition of
SOD to the incubating medium, the enzyme being
known to convert superoxide to hydrogen peroxide.
In addition, the second derivative analysis of
acetyl-cytochrome ¢ reduction allows accurate
measurement of superoxide radicals, since very low
levels of superoxide can be repeatedly detected and
quantified. However, it should be stressed that re-
duction of acetyl-cytochrome c reflects only the
presence of superoxide anions that have reached
the extracellular medium. Thus, only part of the
superoxide generated by the cells can be detected.
Therefore, such a technique does not allow deter-
mination of the total radical production.

Different techniques have been used to obtain
cultured neurons from dispersed cells from mam-
malian brain. Several investigators have used cul-
ture media containing serum (Goldberg et al.,
1987b; Priestley et al., 1990; Sher, 1990), whereas
others have preferred chemically defined media
(Borg et al., 1985; Weiss et al., 1986; Daval et al.,
1991). Both conditions allow development of celils
in vitro with fidelity to normal electrophysiological,
neurochemical, and morphological differentiation in
the intact animal. The presence of various concen-
trations of serum improves cell survival for several
weeks, but nonneuronal cells are also able to sur-
vive and proliferate. On the other hand, chemically
defined, serum-free media permit selective growth
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and maturation of neurons but impair long-term cell
survival.

In control cultures grown in serum-supplemented
medium, very low, but detectable, production of
superoxide radicals, which increased as a function
of time, was measured in the present study. Basal
superoxide production was more than fourfold
higher in the incubating medium of neurons cul-
tured without serum. Although the additional pres-
ence of serum may lead, after 1 week in vitro, to
slightly different cell populations, such a difference
in the radical production might account for the re-
duced lifetime of cultures grown in serum-free me-
dium compared to cultures maintained in the pres-
ence of serum.

Immediately after a 6-h exposure to hypoxia, the
amount of superoxide measured in the incubating
medium increased significantly, and was higher
even 3 h after the onset of reoxygenation. The re-
duction of acetyl-cytochrome ¢ was significantly
enhanced compared to that under control normoxic
conditions, whether cells were cultured in the pres-
ence or in the absence of serum. Although the total
production of superoxide was more important in
cultures kept in serum-free medium. the increased
reduction of acetyl-cytochrome ¢ over basal values
tended to be higher in cultures grown with serum.

The increase in superoxide generation following
hypoxia and reoxygenation was not accompanied
by significant morphological alterations of the cul-
tured cells. Accordingly, it is known that hypoxic
cell damage appears later, i.e., 3 days after the in-
sult (Daval et al., 1991).

The evolution of physiological variables in the
incubation medium of cultured neurons shows a sig-
nificant hypoxia-induced reduction of pH values,
which remain low during the reoxygenation period.
Several reports have emphasized the role of acido-
sis in hypoxic neuronai cell injury, and it has been
shown that tissue acidosis may promote the iron-
catalyzed formation of free radicals (Pulsinelli et
al., 1985; Rhencrona et al., 1989). However, recent
data have suggested that moderate acidosis may ac-
tually play a neuroprotective role during hypoxia-
ischemia (Tombaugh and Sapolsky, 1993). The
main route of superoxide production in our model
possibly involves mitochondria. Indeed, reoxygen-
ation following hypoxia~ischemia was shown to
convert xanthine dehydrogenase to xanthine oxi-
dase, which catalyzes the generation of superoxide
radicals (Parks et al., 1988). In our experiments, the
measurement of superoxide indicates an important
production of radicals during exposure to hypoxia.
as reflected by the radical amounts found in the
incubation medium immediately at the end of the
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exposure period, and not just following reoxygen-
ation. In addition, xanthine oxidase activities do not
exist in hearts of many animal species, including
humans, while ischemia-reperfusion heart tissue
damage also exists in these individuals (Werns and
Lucchesi, 1990). Very recently, Nohl et al. (1993)
provided data that clearly demonstrated that hyp-.
oxia~ischemia impairs mitochondrial energy con-
servation and triggers superoxide release as a by-
product of respiration.

In conclusion, second derivative spectrophoto-
metric measurement of the specific reduction of
acetyl-cytochrome ¢ added to the extracellular me-
dium of cultured neurons appears to be a conve-
nient and reliable means for quantifying the pres-
ence of superoxide radicals and, thus, evaluating
radical generation by the cells in vitro. A basal su-
peroxide formation that increases with time, and is
significantly higher in neuronal cells cultured in the
absence of serum, was shown. Acute hypoxia en-
hances radical production. especiaily during the
reoxygenation period, and this phenomenon may
account for cell injury. Such a technique mayv be
used to analyze superoxide production by different
cell types under various conditions and should be
useful in pathological, pharmacological, or toxico-
logical studies.
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2) Influence des conditions de réoxygénation post-hypoxique sur le
métabolisme énergétique et la production de superoxyde dans des
neurones centraux en culture

2.1.objectif de l'étude

11 est établi que la phase de réoxygénation apres un épisode hypoxique cérébral est une étape
cruciale pouvant étre a l'origine d'une potentialisation des dommages liés a l'asphyxie elle-
méme. Aussi, aprés avoir mis en ¢vidence l'augmentation de la production neuronale de
radicaux superoxydes, pendant et aprés hypoxie, nous avons analysé l'importance des
conditions de réoxygénation sur l'intégrité morphologique et fonctionnelle des neurones en
culture. Pour cela, nous avons étudi€ les conséquences d'une hyperoxie transitoire a l'issue de
l'agression hypoxique et les résultats ont é€té comparés a ceux obtenus dans le cas d'une

réoxygénation en conditions normoxiques.
2.2.approche expérimentale

L'activité fonctionnelle des cellules a été évaluée par la mesure de l'incorporation du 2-D-
désoxyglucose[H] précisément décrite dans l'annexe technique et les radicaux superoxydes
ont été quantifiés dans le milieu extracellulaire par la technique spectrophotométrique utilisant
l'acétyl-cytochrome c et évoquée précédemment. L'évolution morphologique a été analysée par
microscopie en contraste de phase, tandis que la souffrance cellulaire a été mesurée par la
libération de lactate déshydrogénase dans le milieu selon la méthode détaillée dans l'annexe
technique.

Les neurones ont été exposés pendant 6 heures a une hypoxie (95% N»-5% COj) ou
maintenus dans les conditions normales. La moitié de chaque lot a ensuite été placée pendant 3
heures soit en normoxie, soit en hyperoxie (95% 07-5% CO»), puis l'ensemble a été replacé en
normoxie pour 15 heures (Tp4p) ou 3 jours (T7pp). L'étude des différents parametres
morphologiques et fonctionnels a été réalisée en fonction du temps, soit a 6, 9, 24, 48 et 72
heures. Aux temps To, Tgp, Top, et T4y, le milieu a été prélevé afin de déterminer I'évolution
de la PO9, du pH et des taux de radicaux superoxydes, ces derniers n'étant pas analysables a
T77p car la viabilité des neurones en culture se trouve altérée au-dela de 24 heures dans le
tampon Krebs-Ringer dont l'utilisation est nécessaire a la mesure de la réduction de l'acétyl-

cytochrome c.
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2.3 principaux résultats

La PO, dans le milieu d'incubation a été réduite de 78% par I'hypoxie; elle a été au contraire
accrue de 222% par I'hyperoxie. Aucune altération morphologique des cellules n'a été observee
a lissue de la période expérimentale, mais 72 heures plus tard les neurones ont présenté des
signes évidents de dégénérescence, quelles que soient les conditions de réoxygénation. La
libération de LDH dans le milieu a augmenté de 106% a la fin de l'hypoxie, pour atteindre
223% a Txyp dans le groupe hypoxie-normoxie, le groupe hypoxie-hyperoxie présentant une
évolution similaire mais de moindre amplitude. Le prélévement de 2DG par les neurones,
évalué a 89,6123 nmol/mg prot/30 mn dans les conditions normales, a augmenté de 21% a la
fin de I'hypoxie (Tgp), évoquant un hypermétabolisme cellulaire. Apres réoxygénation des
cellules (Tgp,), 'augmentation du transport de 2DG a atteint 26% et 31%, respectivement en
normoxie et en hyperoxie. Cette stimulation fonctionnelle était encore plus accentuée a Toyy
(36% et 43%). Parallelement, I'hypoxie a augmenté de 53% les radicaux superoxydes, la
production basale étant de 3,8+0,4 nmol/100 g prot. La réoxygénation en hyperoxie n'a pas
modifi¢ significativement la formation de radicaux par rapport a la réoxygénation normale
(49% et 63% a Top, 91 et 108% & To4p).

2.4.conclusion de l'étude

En résumé, la réoxygénation post-hypoxique induit un hypermétabolisme cellulaire et une
augmentation de la production de radicaux libres, mais une hyperoxie transitoire n'accentue pas
ces phénomenes qui sont impliqués dans les Iésions cellulaires observées aprés une période
d'hypoxie. Ces résultats suggerent qu'une exposition aigué a un exces d'oxygeéne en période
post-hypoxique n'est pas plus délétére pour les neurones cérébraux que la réoxygénation
normoxique. De telles observations pourraient s'expliquer par une induction des systemes

antioxydants en réponse a I'hyperoxie.

2.5.publication
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Brain reperfusion and/or reoxygenation may be of particular
importance in the etiology of neuronal damage after hypoxic-
ischemic insuit in neonates, especially with reference to the
generation of free radicals. To investigate this issue. the influence
of either standard reoxygenation or transient hyperoxia was
studied on the consequences of severe hypoxia in a mode! of
culrured neurons isolated from the fetal rat brain. Culture dishes
were exposed for 6 h to hypoxia (95% N./5% CO.). They were
then placed under normoxia (95% air/5% CO,) or hyperoxia
(95% 0./5% CO.) for 3 h, and finally returned to normoxia.
Control cultures were kept under normoxic conditions. Cell
morphology. protein concentrations. lacrate denydrogenase leak-
age. energy metabolism. as reflected by specific transport and
incorporation of 2-o-[*H]deoxygiucose. as well as superoxide
radical formation were analyzed as a function of time. Po, values
in the ceil incubating medium were decreased by 78% by hy-
poxia and increased by 221% by hyperoxia. No morphologic

alteration could be noticed before 72 h posthypoxia. when cell
degeneration became apparent. with a concomitant reduction in
protein contents. Hypoxia-reoxygenation induced a transient cel-
lular hypermetabolism. as shown by a 36% increase in 2-o-
[*H]deoxyglucose uptake 24 h after hypoxia. and then a 23%
decrease below control values at 72 h. It also led to a sharp
increase in the formation of superoxide radicals (+108%). Tran-
sient hyperoxia during reoxygenation did not exacerbate these
events, and thus would not enhance their derrimental effects on
ceil integrity. (Pediarr Res 39: 598-603, 1996)

Abbreviations
p-DG, o-deoxyglucose
LDH. lactate dehydrogenase
HEPES, N-2-hydroxyethyipiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid

Despite advances in perinatal and obstetric care, perinatal
hynoxic-ischemic brain injury remains a significant health
sroblem and a major cause of mortality and cerebral disabili-
ties in newborn infants (1, 2). Even relatively mild asphyxia
may be associated with impaired cerebrovascular autoregula-
ticn which may result in major fluctuations in cerebral perfu-
sion. In the past years, efforts have been directed toward
understanding the pathophysiology of hypoxic-ischemic injury
n the newbom. Using various experimental models, numerous
aeurochemical processes, including reoxygenation-associated
zeneration of free radicals, have been shown to be involved in
the cascade of events that culminate in brain damage (3).
During resuscitation of asphyxiated babies, oxygen itself
wauld have both benerits and risks. Clearly, neonates suffering
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perinatal asphyxia. apnea. bronchopulmonary dvplasia. or
other respiratory complications often fluctuate during therapy
between low and high Pao.. In clinical emergencies such as
neonatal resuscitation, assisted ventilation begins classically
with high oxygen concentrations until cyanosis disappears (4),
and Pao, is often difficult to measure under such hectic condi-
tions. The side effects of relative brief periods of hyperoxemia.
or at least fluctuating changes in Pao., are difficult to evaluate
and are still unknown; however, it has been shown that they
cause a significant decrease in cerebral blood flow (5) and
increase the frequency of retinopathy (6).

Although neuronal cells in primary cuiture serve only as a
simplified model, the situation in vive being much more com-
plex. they appear to be useful in elucidating cellular and
molecular mechanisms in various diseases. including cerebral
hypoxia. The present study was designed to test the importance
of the restoration of oxygen delivery on neuronal cell integrity
and functional activity. The influence of two levels of reoxy-
genation conditions, i.e. normoxia and transient hyperoxia, has
been investigated on the consequences of a severe episode of
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asphyxia in a model of cultured neurons from the embryonic
rat brain. by analyzing cell morphology, LDH {a marker of czil
injury) release, energy metabolism, and superoxide radical
production.

METHODS

Animals. When they were in the proestrus period, as shown
by the observadon of daily vaginal smears, Sprague-Dawley
female rats (R. Janvier, Le Genest-St-Isle, France) were housed
together with males for 24 h. They were then maintained in
separate cages, under standard laboratory conditions on a 12:12
h lighvdark cycle (lights on at 0600 h) with food and water
available ad libitum. All animal experimentation was carried
out with the highest standards of animal care, according to the
NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals.

Neuronal cell cultures. Neuronal cell cultures were ob-
tained from 14-d-old rat embrvo forebrain. Pregnant female
rats were anesthetized with halothane, and living embryos were
excised by cesartan section under sterile conditions. Whole
embrvos were placed in culture medium previously equili-
brated at 37°C, and forebrains were carefuily collected. Neu-
ronal cell suspensions were then obtained as previously de-
scribed (7). Brain tissues were dissected free of meninges and
gently dispersed in a mixture of Dulbecco’s moditied Eagie’s
medium and Ham’s F-12 medium {50/50) supplemented with
5% inactivated FCS. After centrifugation at 700 X g for 10
min. the pellet was redispersed in the same medium and passed
through a 46-um pore size nylon mesh. Density of the cell
suspension was measured. and aliquots were transferred into
35-mm Petri dishes (Falcon) precoated with poly-L-lysine 10
obtain a final density of 10° cells/dish. Cultures were then
placed at 37°C in a humidified atmosphere of 93% air/3% CO..
The following day. the culture medium was removed by aspi-
ration and then replaced with a fresh hormonally defined
serum-free medium consisting of the Dulbecco’s modified
Eaige's medium/Ham’s F-12 mixture enriched with human
transferrin (1 mM), insulin (I mM). putrescine (0.1 mM),
progesterone (10 nM), estradiol (1 pM), and sodium selenite
(30 nM). Subsequent medium changes with serum-free me-
dium were performed twice a week. Neuronal cell cultures
were kept for 6 d under a standard normoxic gas mixture.

Hypoxia-reoxygenation procedure. After 6 d in vitro (T =
03, a first set of culture dishes was maintained for 6 h under
normoxic conditions (95% air/5% CO.), whereas a second set
was deprived of oxygen by incubation for 6 h in a gas mixture
consisting of 95% N./5% CO.. Half of each set of culture
dishes was then placed for 3 h in normoxic atmosphere,
whereas the remaining dishes were incubated under hyperoxia
(95% 0./5% CO,) for the same period. All culures were
finally returned to standard normoxic aunosphere for 15 addi-
tional hours (T = 24 h)or3d (T = 72 h).

Just before the beginning of the experiment (T = 0), then
immediately at the end of the hypoxic insult (T = 6 h), and
finally as a function of time after reoxygenation, aliquots of the
cell incubating medium were rapidly collected from represen-
tative dishes using a sterile syringe and anaiyzed for their O,
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and CO, contents and pH by means of a gas analyzer (Corning.
Halstead, UK), as described by Sher (8).

Cell morphology was roudnely assessed by phase-contrast
microscopic observations. At the end of the experimental
pe}iod. cultured cells were finally rinsed twice with 2 mL of
0.9% NaCl and scrapped off with 1 mL of 1 M NaOH for the
determination of their protein concentrations, according to
Bradford (9).

LDH release. The release of LDH from the neuronatxcells
exposed to hypoxia-reoxygenation was monitored as a function
of time in the extracellular medium, using the spectrophoto-
metric method described by Amador er al. (10). LDH catalyzes
the oxidation of lactate to pyruvate with simuitaneous reduc-
tion of NAD. The formation of reduced NADH results in an
increase in absorbance at 340 nm which is directly proportional
to LDH activity in the sample.

Glucose mansport and incorporation. Specific transport and
incorporation of glucose into the cultured neurons was evalu-
ated by the measurement of the specific uptake of 2-[*"H]DG
(11).

The culture dishes were washed twice in a HEPES-bufferad
Krebs-Ringer solution (125 mM NaCl 4.8 mM KCI. 1.2 mM
MgSQO,, 1.3 mM CaCl,. 1.2 mM KH.PO,, 25 mM HEPES. pH
7.40) and incubated in 2 mL of the Krebs-Ringer saline
medium for 15 min. at 37°C. The medium was then discarded.
and the assay was then initiated by adding 1.5 mL of the buffer
solution containing | mM 2-[*H]DG (960 GBg/mmol. DuPont
NEN. Boston, MA). After a 30-min incubation. the radioactive
medium was quickly removed. and the cultures were rapidly
washed thres times with physiologic saline. After drying. the
cells were soiubilized in | mL of 1 M NaOH. and samples were
taken for scintillation counting. Nonspecific uptake of
2-[*H]DG was assessed by measuring the residual radioactivity
in the cultured cells by the same experimental procedure
performed in the additional presence of 100 mM b-glucose.

Superoxide radical producrion. The presence of superoxide
radicals was quantified in the cell incubating medium by a
second derivative spectrophotometric method using acstyl-
cvtochrome ¢ as previously described (7).

Due to interference of the original culture medium contain-
ing phenol red with the spectrophotometric signal resulting
from the reduction of acetyl-cytochrome ¢, cultured neurons
were rinsed twice, immediately before cell exposure experi-
meats, with 2 mL of a steriie HEPES-buifered Krebs-Ringer
saline solution. Then. 1.5 mL of the buffer solution containing
60 wuM acetyl-cytochrome ¢ were added to each culture dish.
Aliquots of culture incubating medium were sampled at vari-
ous time intervals, diluted in degassed distilled water, and
analvzed spectrophotometrically for the amount of acetyl-
cytochrome ¢ reduced. The absorption and the second deriva-
tive spectra were recorded between 500 and 600 nm against
distilled water in a double-beam spectrophotometer (Uvikon
820, Kontron). The solution was then fuily reduced by the
addition of a few grains of sodium dithionite, and the second
order derivative was recorded again. The ampiitude variations
were measured between the valley at 550 nm and the peak at
536 nm in both cases, and the amount of acetyl-cytochrome ¢
reduced was expressed as a rado of the amplitudes measured



betore and after the reduction of the preparation by sodium
dithionite. As previously reported. the additional presence of
superoxide dismutase (1 330 U/mL) in the Krebs-Ringer solu-
don during cell incubation totally abolished the reduction of
acetyl-cytochrome ¢ (7).

Staristical analysis. For each parameter studied, data ob-
tained under the various gassing regimens were compared with
those obtained under the respective control conditions. In this
respect, normoxia-hyperoxia and hypoxia-normoxia groups
were compared with the normoxia-normoxia group, whereas
the hypoxia-hyperoxia group was compared with the nor-
moxia-hyperoxia group. In addition, comparisons were made
between hypoxia-hyperoxia and hypoxia-normoxia groups to
evaluate significant changes related to transient hyperoxia dur-
ing the reoxygenation period. Statistical analyses were per-
formed by means of the Bonferroni test for multiple compar-
isons (12). Conservative multiple comparison procedures were
chosen to reduce the likeiihood of type II errors.

RESULTS

Characteristics of the extracellular fluid. As shown in
Tuble 1, exposure of the cultured neurons to an anzerobic
rvironment for 6 h reduced Po, by 78%. Three hours after
return to normoxic conditions, Po. increased by 3{4% in the
incubating medium, but reached a lower value than in control
zultures. By contrast, Po, was significantly above control
values 24 h later. Whereas Pco. was not modified by hypoxia.
2H of the extracellular medium decreased compared with
controls, and was still low 3 and 24 h after the end of exposure
0 hypoxia. Similar changes in pH values were recorded in the
zeil culture medium after hypoxia-hyperoxia. whereas extra-
czilular Po. decreased by 78% after hypoxia. and then in-
vrzased by 235% above normal values during hyperoxic reoxy-
genation. Finally. transient hyperoxia alone altered only Pe,
vaiues, without significant changes in other parameters, i.e. pH
and Pcoa.

Neuronal cultured ceils. Six-day-old cultures grown in
serum-free medium on a polylysine substratum showed a very
2igh percent (more than 97%) of living cells, as demonstrated
»v Trypan blue exclusion. with very few (<7%) nonneuronal
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Table 1. Evolution of pH and Pu, in the incubaring medium of
cultured neurons

Group oH Po,

Normoxia-nomoxia T, 7.27 = 0.02 139.2=40.2
Ton 7.23 = 0.03 1400 = 0.3
Tyn 7.24 =0.02 1434 =02
FE 7.26 = 0.01 [41.1 =03

Hypoxia-normoxia Toa 7.15 = 0.01** 30T = 3.3
Ty 7.14 = 0.02=* i31.3 =z 49*
T-yn 7.14 = 0.03** 146.7 = 0.5**

Hypoxia-hyperoxia Ton 7.10 = 0.02*~ 29.6 = 3.6*~
Ton 7.09 = 0.0L=* 480.7 = 15.1*=
Tasn 7.14 = 0.02** 145.0 = 0.6**

Po, values are reported in mm Hg. Data are expressed as mean vaiues = SD
rrom 12 representative samples. Statsticaily significant difference from the
acrmoxia-normoxia group: * (p < 0.05), ** (p < 0.01) (Bonferroni muitiple

somparison test). =
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elements, as previously shown in preliminary immunocyto-
chemical characterization (data not shown). The cultures ex-
hibited polygonal perikarya. with some ceilular clumps. inter-
connected by a dense fiber network.

When not associated with preliminary hypoxia, hyperoxia
for 3 h did not induce any changes in ceil morphology over the
whole experimental period, ie. 72 h.

No significant morphologic alteration was noticeable after
hypoxia-reoxygenation undl cell examination at 72 h posthy=
poxia. Accordingly, protein leveis in cultured neurons previ-
ously exposed to hypoxia-reoxygenadon did not differ signif-
icantly from controls at T = 24 h (169.8 = 18.4 versus 168.0
* 10.6 pg/dish). Conversely, protein concentrations in the
cells were reduced by 32% (p < 0.05) at 72 h posthypoxia.
Cellular proteins exhibited a nonsignificant 18% reduction
when wansient hyperoxia occurred during reoxygenation. Con-
comitantly to the reduction of their protein contents, cultured
neurons displayed marked morphologic alterations, i.e. neurite
fragmentation associated with floating dead cells, reflecting
cell degeneration. With the methodology used for the evalua-
tion of c=!l morphology and viability, it was not possibie to
show any difference at this end point between hypoxia-
normoxia and hypoxia-hyperoxia groups.

Lactate dehydrogenase release. Neurons in primary culture
maintained under standard conditions released detectable lev-
els of LDH that accumuiated in the incubating medium. Al-
though there was no significant differences between the suc-
cessive medium samples taken at the various time intervais.
extracellular levels of LDH tended to increase as a function of
time {Table 2).

Whereas hyperoxia alone did not enhance the release of
LDH by the neurons. hypoxia increased significantly the
amount of LDH in the extraceilular fuid. It increased by 106%
immediately at the 2nd of the hypoxic insult, and by 223% 3 d
later. In the hypoxia-hyperoxia group, LDH efflux from the
ceils also increased. but it appeared to reach lower levels at T
= 72 h than in the hypoxia-normoxia group (p < 0.01).

Glucose transport and incorporation. As shown in Table 3.
specific uptake of 2-[*H]DG by the cultured neurons was
significantly increased after hypoxia. and such changes in the
ce!l energy metabolism lasted for at least 24 h after reoxygen-
ation. By contrast, 2-"H]DG uptake decreased by 23% below
basal values 3 d posthypoxia, when morphologic alteratons
became apparent. A similar profile of glucose transport was
recorded after hypoxia-hyperoxia, althcugh the reduction of
2-(*HIDG uptake at T = 72 h was smaller than after hypoxia-
normoxia. Finally, a transient exposure of the neuronal cells to
hyperoxia enhanced giucose transport and incorporation (22%
at T = 24 h).

Superoxide radical formation. In contwol neurons grown in
our culture conditions, a basal level of superoxide radicals. as
reflected by a specific reduction of aceryl-cytochrome c. was
measured in the extraceilular medium. It corresponds o 3.3
and 8.6 nmol of superoxide detected/100 g of protein arter 5
and 24 h. respecuvely (Table 4).

After hypoxia. a significant increase in the radical formation
was measured. It reached 53% over basal values at the end of
exposure to hypoxia. and 108% the day after reoxygenaton.
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Group

Tﬁh

Ton Tasn Toan
Normoxia-normoxia 0.69 = 0.19 0.68 = 0.30 0.78 = 0.34 0.34 = 0.22
Normoxia-hyperoxia 0.69 = 0.19 0.63 = 0.22, 0.73 =0.28 0.82 = 0.26
Hypoxia-normoxia 1.42 = 0.30* 1.59 = 041~ 2.44 = 0.3Q°9*= 2.71 = 041>
Hypoxia-hyperoxia 1.42 = 0.2~ 1.48 = 0.30** 1.83 = 0.26°%= 2.06 = 0.30**""

Dara are expressed in international units/L/100 wg protem and are reported as mean values = SD from 16 different samples: * (p < 0.05) and °° (p < 0.01),
statistically significant differeace with the preceding time-point; ** { p < 0.01), statistically significant difference vs the control group; *° (p < 0.01), statistcally

significant difference between hypoxia-normoxia and hypoxia-hyperoxia groups (Bonferroni muitiple comparison test).

T

Table 3. Effects of hypoxia and reoxygenation on specific transport and incorporation of 2-[*H]DG into cultured cells

Group Ten Ton Taan Toan
Normoxia-normoxia 896 = 8.7 846 64 835=72 86.1 =79
Normoxia-hyperoxia 89.6 = 8.7 912 =95 102.1 £ 9.8°0%= 93.7 = 8.39*
Hypoxia-normoxia 108.9 = 17.6** 106.2 = 13.3** 1133 = 7.9** 66.1 = 10.209*=*
Hypoxia-hyperoxia 108.9 = 17.6** 110.8 = 17.1** 119.4 = 10.6** 81.7 £ 9.5%0=*°"

Data obtained during a 30-min incubation of the cells at 37°C with 2-[*H]DG. as described in the text. are expressed in nmol/mg protein and are reported as
mean values * SD from 16 to 42 different sampies: ° {p < 0.05) and °° (p < 0.01), statistically significant difference with the preceding time point: * (p < 0.05)
and ** (p < 0.01), statistically significant difference vs the controi group: *® (p < 0.01), statistically significant difference between hypoxia-normoxia and

hypoxia-hyperoxia groups (Bonferroni multiple comparison test).

Table 4. Effects of hvpoxia and reoxygenation on superoxide
radical production in the cell surrounding medium

Group Ton Ton Taun
Normoxia-normoxia 3.8 = 1.7 5.4 = Lgee 8.6 = 1.2°°
Normoxia-hvperoxia 3.8 = 1.7 49=19 82 = 1.5°°
Hypoxia-normoxia 5.8 = 2.0* 88 z 3.0%** 17.9 = 3.4°0%=
Hypoxia-hyperoxia 58z 21 73z 26" 15.7 = 3400

Data are expressed in nmol/100 g protein and are reported as mean values
= SD from 28 to 56 different sampies: °° (p < 0.01). statistically significant
difference with the preceding time point: * (p < 0.05) and **{p < 0.01).
statistically significant difference vs the control group (Bonferrom muitipie
comparison test).

Whereas hyperoxia by itself did not alter the cellular formation
of superoxide compared with normoxic conditions, transient
hyperoxia after hypoxia did not seem to exacerbate the hy-
poxia-induced production of superoxide. because the final
amounts of superoxide radicals detected at T = 24 h in the
hypoxia-hyperoxia culture group were not significantly difer-
ent from those in the hypoxia-normoxia group. Unfortunately.
because of the inability to keep cultured neuronal ceils for
several days in Krebs-Ringer bufer such as the one necessary
for the measurement of acetyl-cytochrome ¢ reduction. it was
not possibie to analyze superoxide production at T = 72 h.

DISCUSSION

Several studies have focused on the effects of oxygen con-
centration in postasphyxia resuscitation using various animal
models (13-15) and in clinical investigation (16). They were
primarily devoted to report survival rates or responses of
physiologic parameters arter the use of either 21 or 100%
oxygen. The data generally support the conclusion that room
air is as effective as 100% oxygen during resuscitation at birth,
and adeguate ventilation appears to be more important than
oxygen supplementaticn. A critical question is whether post-
hypoxic oxygen supplementation has significant effects on
brain damage when tissue is exposed to above normal oxygen
pressures, because complex biochemical changes, especially
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free radical generation. are known to occur in the CNS during
hyperoxia (17-19). In this respect. Huang er al. (15) showed
that. although increasing the fractional concentration of in-
spired oxygen (Fio,) to 100% after asphyxia can improve
cortical oxygenation. it leads to greater disturbance of brain
dopamine metabolism which may contribute to cerebral injury.

To investigate the influence of transient hyperoxia after
hypoxia on ceil energy metabolism and superoxide production.
the use of neuron-enriched cultures is particularly appropriate.
because neurons are the most vulnerabie cells to hypoxia-
ischemia (20), and giial cells have beesn reported to protect
neurons against ancxia-induced injury (21). When used in this
study. neurons in cuiture are fully differentiated. express func-
tional synapses, and have reached a developmental stage thec-
rically comparable to that achieved in the newborn rat brain
(22).

Po, values in the incubating medium of such monolaver
cultures was reduced by 75-80% under anaerobic conditions
{95% N./5% CO,) compared with controls. The decrease in
Po, was accompanied by a significant reduction in pH values.
which probabiy reflects the accumulation of lactate and H™.
secondarily to the shift from oxidative to anaerobic metabo-
lism. Although some experimental evidence suggests that ac-

=

idosis can alter the brain cell integrity, including that of
newborns (23), it has been shown that anaerobic energy me-
tabolism produces smaller amounts of lactate in immature than
in adult brain tissue (24), and that. in neurons in virro, hypoxia-
induced changes in pH, lactate, and bicarbonate are not neu-
rotoxic by themselves (25). One day after standard reoxygen-
ation (95% air/5% CQ,), the extracellular pH remained low.
whereas Po, was significantly higher than control values.
Similar data have been reported previously by Sher (8) who
attributed late Po, changes to an increased tissue oxygen
tension resulting from a posthypoxic decreased cerebral met-
abolic rate of O,.

The posthypoxic evolution of cell morphology and protein
levels confirms the relative resistance of immature brain ceils
1o asphyxia (26). Indeed. no cell alteration could be detected
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with our method within 24 h after the hypoxic insuit when
neurons were kept in serum-free culture medium or even in
Krebs-Ringer solution. By contrast. LDH efflux appears as a
good and early marker in reflecting the adverse effects of the
reduction in oxygen supply, because LDH levels in the extra-
ceilular medium increased as soon as the end of exposure to
hypoxia, and such an increase lasted for the whole experimen-
:al period, i.e. 72 h. When neuronal ceils were maintained for
24 h in Krebs-Ringer for the determination of superoxide
radicals, LDH was shown to increase more sharply (20-22%
over values measured in serum-free culture medium), undoubt-
edly because the incubation medium in these experiments was
less opdmal than usual. Marked morphologic alterations, in-
ciuding neurite fragmentation and cell lysis. that were concom-
itant with a significant loss in protein contents, were currently
observed only 3 d posthypoxia. suggesting that neurons in
primary culture can develop “delayed cell injury,” as already
described in various animal models in vivo (27).

Under severe hypoxic conditions. there is a rapid failure in
ATP generation. with a concomitant activation of anaerobic
siveolysis. It has been demonstrated that glucose is the primary
2nergy substrate for the brain in fetuses and newbomns as well
as in adults (28, 29). Although other substrates such as ketone
bcdies may provide alternate fuels in some pathologic condi-
tions. their consumption requires oxygen and thus oniy glucose
is capable of sustaining brain energy metabolism. via anaerobic
ziycolysis. in hypoxia-ischemia. Therefore. the increase in
I*HIDG incorporation into the cultured cells which was
observed immediately at the end of the exposure to hypoxia
probably reflects the activation of glycolysis. as previously
reported in vive (30). Several hours after ceil reoxygenation,
2-(*H]DG-specific transport remained high above control vai-
ues. Such an observation might be related to a ceilular hyper-
metabolism. maybe consecutively to speciiic changes in neu-
rotransmitter systems. 2specially excitatorv amino acids that
are known to participate to death of hypoxic neurons (31).

The role of the superoxide radical in hypoxic-ischemic brain
tissue injury and 2dema has besn weil documented (32). Al-
though there is only little information regarding the relation-
ship berween free radical formation and perinatal hypoxic-
ischemic brain damage (3). superoxide radicals have been
detected in the extracellular fluid of the newborn pig brain
during postischemic repertusion (33), and it has been shown
that these compounds formed within the cells can reach the
extracellular space (34). Whereas control neuronal cultures
sroduced low levels of superoxide. a 6-h exposure to hypoxia
increased significantly the free radical amounts measured in the
incubation medium. Accordingly, it has been demonstrated that
rhe formation of superoxide radicals does not occur only during
:issue reoxygenation. but also under physiologic conditions as
well as during hypoxia. when cells are exposed to very low
oxygen concentrations (35). Thres hours after the onser of
reoxygenation and then on the foilowing day, the production of
superoxide increased sharply. and this phenomenon may ac-
count for final cell injury. The mechanisms that are known 10
be involved in the formation of free radicals inciude /) acti-
vation by cytosolic calcium of intracellular oxidases. especially
xanthine oxidase which converts hypoxanthine to xanthine
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(36), 2) release of excitatory amino acids and subsequent
stimulation of their receptors (37), and 3) impairment of
mitochendrial energy conservation {38). In their study. Littauer
and de Groot (39) reported that the release of reactive oxygen
species, as reflected by the formation of hydrogen peroxide.
during reoxygenation of cultured hepatocytes originates from
the mitochondrial respiratory chain when the O, reintroducdon
increased from 0 to 2%, whereas other sources, i.e. nonenzy-
matic ones, contribute to a lesser extent to the generation 6f
such compounds when O, content is further increased. In
addition, free radical detoxifying enzymes, e.g. glutathione
peroxidase and superoxide dismutases, are inhibited during and
after hypoxia (40).

During reoxygenation of the cultured neurons with hyper-
oxic gas mixmre (95% 0,/5% CO,), the mean Po, in the
incubating medium increased from 30 to 480 mm Hg. When
compared with standard reoxygenation. there was no apparent
difference in the morphologic outcome of the neurons. Under
both reoxygenation conditions. cellular alteration became ap-
parent only 3 d posthypoxia. and then neurons exhibited vac-
uolization and neurite fragmentation. concomitantly with de-
creased energy metabolism and enhanced LDH effux.
Moreover. final protein concentrations. glucose incorporation,
and LDH leakage tended 10 be less altered when neurons were
submitted to transient hyperoxia during reoxygenaion.

A burst of reactive oxygen-derived radical production can be
generated in the CNS as socn as reoxygenation occurs (41),
and one may expect that such a process is amplified during
posthypoxic hyperoxia. Surprisingly. superoxide amounts de-
tected in the cell surrounding medium were not enhanced by
hyperoxia. suggesting that “normal™ reoxygenation is as effec-
tive as hyperoxia to generate these radicals. It should be
noticed. however, that in all culture models. normoxia is
classically achieved by incubating cells in 95% air/5% CO, gas
mixture. leading to oxygen tension around 140 mm Hg. It is
clear that this value is significandy higher than the oxygen
tension in the brain of newborn animais. even when 100%
oxygen was given previously (42). This may be important as it
has besn shown in liver and kidney in virro that lipid peroxi-
darion increased sharply at oxygen tension between 10 and 30
mm Hg (43). On the other hand. in vive animal studies aiter
brain ischemia have provided conflicting resuits. and it was
postulated by Agardh er al. (44) that generation of fres radicals
during reoxygenation is critically dependent on the extent of
ischemia. but not on the different oxygen tensions.

The data obtained in the present study indicate that an-
siently elevated oxygen concentrations during reoxygenation
does not appear to be more deleterious for the cell integrity. at
least in newbom brain neurons. Such observations are in
accordance with the well known higher resistance of neonates
to the lethal effects of exposure 10 high oxygen levels (45), and
also correlate with the hypothesis that sudden normoxic reoxy-
genation results in near maximal oxygen radical production.
However, in our work. only the direct effects of hypoxia/
reoxygenation on the neurons were tested. and other cell types
may also be important for the ultimate brain damage. For
instance, microglial cells, forming a nerwork of potential im-
munoefifector cells. have been shown as a cellular source of
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oxygen free radicals (46). In addition, the enzyme system
xanthine dehydrogenase/oxidase is enriched in brain capillar-
ies, and it was assumed that endothelial czlls and the micro-
vasculature are especially prone to oxygen radical damage,
although some studies indicated that xanthine oxidase is not the
predominant source of radicals in the ischemic brain, and
microvasculature is not the primary target of radical-mediated
damage (47).

Recently, evidence has been provided that the overall
amount of oxygen received by the newborm may be less
detrimental than fluctuating changes in oxygen concentrations.
Indeed, with respect to the pathogenesis of retinopathy of
prematurity, it has been shown that excessive oxygen alone is
not the single overriding factor, and that fluctuating changes in
oxygen pressure play a critical role (48). Our data are in good
agreement with such a hypothesis regarding hypoxia-induced
neuronal cell damage. It is conceivable that alternating hypoxia
and reoxygenation may cause more severe injury. Also, it may
be hypothesized that our observations may be related to an
hvperoxia-induced increase in antioxidant enzyme activities in
the neonatal brain, as already shown in the lung (49), and
further investigations are now required to answer this question.
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3) Analyse des récepteurs du glutamate dans les neurones de cerveau
de rat feetal en culture primaire

3.1.objectif de I'étude

De nombreux travaux ont mis l'accent sur l'hyperexcitabilit¢ engendrée par une libération
massive d'acides aminés neuroexcitateurs, en particulier de glutamate, a la suite d'un épisode
hypoxique/ischémique aigu. L'hypothese de l'excitotoxicité incrimine une augmentation de la
concentration extracellulaire en acides aminés excitateurs, provoquant une dépolarisation
neuronale prolongée. Celle-ci conduirait a des modifications de la perméabilité membranaire
avec des mouvements ioniques, en particulier des ions calcium dont la surcharge va activer des
systémes enzymatiques conduisant a des altérations des protémes de structure et a la
peroxydation des lipides membranaires. Cependant, afin de pouvoir évaluer la participation
excitotoxique du glitamate dans notre modele, il s'est avéré indispensable d'étudier le degré de

maturation fonctionnelle du systéme glutamatergique dans les neurones en culture.

Dans ce but, nous avons recherché la présence de récepteurs spécifiques du glutamate et tenté
d'en caractériser les différents sous-types (NMDA, AMPA, kainate, L-AP4 et métabotropes).
Les caractéristiques de ces sites récepteurs dans les neurones in vifro ont été comparées a
celles des mémes types présents dans le cerveau de rat nouveau-né, étant donné que, dans les
conditions de culture utilisées, les neurones sont testés a un stade de maturation théoriquement
comparable a celui du cerveau a la naissance. Leur capacité fonctionnelle a été évaluée en

mesurant l'effet du glutamate sur le degré de polarisation membranaire des cellules.
3.2.approche expérimentale

Les cultures de neurones en milieu chimiquement défini ont été utilisées au stade de 8 jours.
Les préparations membranaires ont été obtenues selon le méme protocole que celui employé
pour les cerveaux de nouveau-né, par homogénéisations et centrifugations successives.
L'expérimentation a eu lieu soit dans un tampon Tris-acétate sans ion, soit dans un tampon
Tris-HCI contenant des ions sodium, chlorure et calcium afin de distinguer les différents sites
de liaison dépendants ou non de ces ions (comme cela a été spécifié dans le chapitre consacré

au glutamate et a ses récepteurs).
La laison spécifique du L-glutamate[SH] a été mesurée en incubant les neurones ou les

préparations membranaires a 30°C daos les différents milieux avec ou sans ions et en présence
ou non d'un inhibiteur de recapture du glutamate, le L-aspartate-3-hydroxamate (LABH). Les
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temps d'incubation, déterminés au préalable par des études de cinétique de liaison, ont éte fixés
a 10 mn en tampon tris-acétate et 2 30 mn en tampon Tris-HCl Les différentes classes de
récepteurs du glutamate ont été Studiées par déplacement de la liaison spécifique du L-
glutamate[3H] par des agonistes spécifiques: NMDA, AMPA, quisqualate, kainate et trans-
ACPD.

Les propriétés fonctionnelles des récepteurs ont été évaluées par I'étude de l'effet dépolarisant
du glutamate sur les neurones en mesurant la distribution transmembranaire d'un cation
lipophile, le tetraphénylphosphonium (TPP[3H]), dont l'accumulation intracellulaire diminue en

fonction de l'intensité de la dépolarisation.
3.3.principaux résultats

En présence d'un puissant inhibiteur de sa recapture, le glutamate s'est li¢ a un nombre total de
sites (Bmax) de 36,7 pmol/mg de protéines pour des cellules intactes incubées dans un tampon
Tris-HCI contenant Na™, Ca2™ et Cl", avec un Kd proche de 2 uM. En I'absence de ces ions, la
liaison spécifique a été réduite a 14,2 pmol/mg de protéines avec un Kd de 550 nM. Dans les
mémes conditions, des valeurs similaires de Kd ont é1é obtenues pour des membranes isolées
de cultures ou de cerveaux de rats nouveau-nés. Par ailleurs, les valeurs de Bmax ont été
significativement plus faibles dans les membranes de cultures que dans les cellules intactes ou
les cerveaux de nouveau-nés. Des études de déplacement ont montré que le NMDA était le
compose le plus puissant vis-a-vis de l'imhibition de la liaison du glutamate dans les membranes
issues des neurones en culture aussi bien que des cerveaux de nouveau-nés, tandis que le

quisqualate, AMPA le kainate et le trans-ACPD étaient équivalents.
3.4.conclusion de I'étude

En accord avec !influence des ions sur la liaison du glutamate, il apparait que les neurones
cultivés a partir de cerveaux antérieurs d'embryons de rats expriment, apres 8 jours in vitro, les
divers sous-types de récepteurs du glutamate, principalement les récepteurs L-AP4 et NMDA,
avec des caractéristiques proches de celles des récepteurs présents dans le cerveau des rats
nouveau-nés. Ces récepteurs présentent des propriétés fonctionnelles comme en témoigne
l'effet d'une exposition transitoire des cellules au glutamate conduisant a une inhibition de 70%
du prélévement du TPP[3H].

3.5.publication
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Analysis of Glutamate Receptors in Primary Cultured
Neurons from Fetal Rat Forebrain

J. Oillet,! F. Nicolas,! V. Koziel,' and J. L. Davai!?

{Accepred February 27, 1995)

In order to further anaiyze the development of giutamatergic pathways in neuronal calls, the ex-
pressicn of eXcitatory amino acid receprors was studied in 3 modei of neurons in primary cuiture
by measuring the specific binding of L-{*H]giuramate under various incubaton condinons in 8-
day-oid intact living neurons isoiared Tom the embryonic rat forebrain, as well as in membrane
preparations ffom these cultures and fom newborn rat forebrain. In addirion. the recepror respon-
siveness to giutamate was assessed by swudying the uptake of remaphenyiphosphonium (TPP+)
which reflects membrane polarization. [n the presence of a potent inhubitor of giutamarte uprake,
the radioiigand bound o a tori aumber of sites of 36.7 pmol/mg protein in intact ceils ncubared
in a Tns buffer conwining Na~, Ca**, and Ci~, with a Kd around 2 uM. In the absenca of the
above ions, PH]giutamnate specific binding diminished 0 14.2 pmol/mg protein with 1 Kd-value
of 330 aM. Under both of the above conditons, simuiar Kd were obtined in membranes isolated
Trom cuitures and from the asewbom brain. However, Bmax-vajues wers significanty lower in
cuiture membranes than in inwcr ceils or zewborn membranes. Dispiacemenrt studies showed that
NMDA was the most potent compound 0 inhibit ["H]giutamarte binding in membranes obrained
from cuitured aeurcns as weil 2s Jom the newbom brzin, whereas quisquaiate, AMPA, kainate
and rans-ACPD were equaily zrfectdve. According to these dara and w0 the ionic dependencs of
gluramare binding, it was conciuded thar cultured aeurons Tom the rat embryo forebrain express
various ziutamate recspror subrypes, mainiy L-AP4 and NIMDA recsprars, with characteristcs ciose
o those in the newborn brain. and which display funcdonal properties sincs a transiear ceil 2x-
posure 0 glutamnate led w0 1 70% inhibition of FH]TPP* uptake.

KEY WORDS: Glummate:; receptor: hinding; cuitured aeurons; rat foreprain.

INTRODUCTION

The excitatory amino acid (EAA) L-glutamare piays
1n important role in the mammalian ceniral nervous sys-
tem (1,2). In the developing brain, glutamate regulates
the formartion. moduiarion and degeneration of brain <v-
:garchitecture, by aitering aeuronal outgrowth and syn-
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aptogenesis (3,4). Bevond its functons as a neurorrans-
mirter in nwmerous regions of the cenmal nervous
svstem, giutamate has been specifically implicated in
learning and memory procssses (3), and its excitotoxic
propertes are thought to underlie several neurological
pathoiogies. including those reiated to hypoglycsmia.
bypothermia, cerebral ischemia. swoke, epilepsy, Al-
zheimer’s disease, Huntingron’s chorea. and AIDS en-
cephaiopathy (6). Glutamare =xerts its effects as a mixed
agenist at EAA receptors which include several forms
in the cenwmal nervous system, although a dednidve clas-
sification is not yet possibie (for a recent review, ses 7).
At least, glutamarte recepiors may be ciassified on the
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basis of their effector systerns. Whersas N-methyl-p-as-
partate (NMDA), kainate, and alpha-amino-3-hyvdroxy-
3-methyl-4-iscxazole propicnate (AMPA) recsptors are
coupled to cation-specific ion channels, and thus are
called ‘“‘ionowopic™ the *‘metabomopic™ recsptors are
linked 1o G-proteins. and are coupled to multiple second
messenger svsiems. A fifth recsptor category which is
thought to be localized at the presymaptic level, i.z. the
2-amino-4-phosphobutyrate {L-AP4) receptor, seems to
be associated with a G-protein, though its effector re-
mains unknown (8). In addition, recent studies have sug-
gested the existence of several tvpes of L-AP4-sensitive
receptors (9).

Due to the ubiguitous role of gluramare in the c2n-
wal nervous svstem. there is a growing interest in the
development of mode! systems enabling a deraiied anal-
vsis of the biochemical. physiological and morphologi-
cal responses elicited by EAAs, and c=il culture has
become an increasingly useful tool for studying ceiluiar
processes reiated to glutamate cenmal actons.

In the present study, in an attempt o characteriz
the development of the glutamate recspror svstem in
neuronal ceils grown in vu:ro. we used 3 binding assay
sTategy using L-[H]gluumate o discnirmunate the dif-
ferent EAA recaptor subtypes in a mode! of primary cul-
tured neurons from the fewml rat forebrain as well as in
membrane preparznions from cultures and newborn mt
foredrain. Indesed it has been reported thar glutamate
binding to its various sites depends on the ionic envi-
ronment. especially on the presencs of NA-, Ca* and
Cl™ (10-1i3). Accordingly, it has besn shown that the
amino acid can bind to thres populaticns of sites which
are (i) Na--dependent. (ii) Na--independemt and Ca*~
Cli--dependent, and (ni) Na--indegendent and Ca*~Cl--
indegendent. Physicicgically a.nd pharmacoiogically.
these different sites correspond respectively to (i) rec-
ognition sites for Tansport system. (ii) L-AP4 presvnap-
tic sites. and (iii) membowopic and NMDA, AMPA/
quisqualate, and kainate ionowopic receptors. Otherwise.
as a functional approach, the uprake of the radiolabeled
lipophilic caton temaphenylphosphonium (TPP), which
redects direcdy the membrane potennal (14), was meas-
ured into intac: living neuronal cells, and the influence
of a Tansient sxposure 1o glutamate was studied

EXPERIMENTAL PROCEDURE

Animais. When they were in the proesmus petiod. as shown by
the observanon of daily vaginal smears. Sprague-Dawiey femaie rats
(R Janvier, Le Genest-St-isie. France) were Boused iogether with
maies for 24 h. They were then mainmined in separae cages. under

Oiilet, Nicolas, Koziel, and Daval

standard laboratory conditions or a 12:12 h lighvdark cycie (lights on
at 5:00) with food and water availabie ad libinem. All aniraj expesi-
mentation was carried owt with the highest sandards of animal cqre,
according to the N.ILH. Guide for Care and Use of Laboratory Anj-
mals.

Call Cultures. Neuronal cell cultures were obtained from }4-dav-
old rat embryo forebrain. Pregnant female rars were anaestherized with
haiothane and living smbryos were excised by caesarian under steriie
conditions. Whoie embrvos were placad in culturs medium previousiy
equilibrated at 37°C, and forebrains were carefullv collected. Neuronal
cell suspensions were then obwined as previously described (15.16).
Brain tissues were dissected free of meninges and gently dispersed in
a muxrure of Duibecco-modified Eagie’s medium (DMEM) and Ham's
Fil medium (50:30) suppiemented with 3% inactivated fetl 2alf se-
rum. After cenmifugation at 700 g for 10 min. the peiler was regis-
persed in the same medium and passed through a 36 wum-pore size
nvion mesh. Density of the c2il suspension was measured. and aiiquots
were rransferred :nto 35 mm pem dishes (Faicon) precoated with poiv-
L-lvsine in order 10 obtun a1 fnai density of 10# cells/dish. Culrures
wers mainuined at 37°C in 2 humidified atmosphers of 3% CO, - 95%
arr for 24 h. and the medium was then repiaced with a fresh hormon-
ally defined serum-free medium consisang of the DMEM/Ham's F12
mixrure enncied with human gansfernn (1 mM), nsulin (1 mM ;.
putrescine (0. mM). progssterone (10 aM). estradioi (1 pM). and Na
seienute {30 nM) {17). Subsequent megdium changes with chemucally
defined serum-ires medium were performed twics 2 wesk.

Memorane Preparanons. Foresrain crude memorane preparations
weres aptaned from newbom s of both sexes. Tissues were homog-
emzed at 2°C n § voiumes of either 30 mM Tris-HC! buffer conwiming
100 mM sodium aczwte and 2.5 mM CaCl, (pH 7.1) or. when indi-
cated. in 50 mM Tns-aczune puffer (pB 7.1) 5y means of an Ulma-
Turmax apparamus {15 sec. medium spc:d). The homogenate was
cenmifuged at 30.000 g for 20 mun at 2°C. and the pellet was resus-
pended :n & voiumes of ica~coid buffer. The homogenate was further
csnmiuged in the same conditions and the pellet resuspended in 3
voiumes of duffer and stored at —20°C undl used. The day of the
experiment. the memorane suspsnsion was thawed. homogenized. and
cenmfuged at 30.000 g for 20 mun at 2°C. The resulung memborane
suspension was then mc.maz:u for 30 min at room temperature 1o
remove endogenous Ziutamate, and then cenmifuged agan for 20 min
at 2°C. The peller was finaily resuspended in Duffer to 2 protein con-
centzion of approxumatety 2 mgsmi. and used for binding studies.

Crude neuronal memoranes were aiso obtained from $-day-old

ceil culturss. Neurcnal csils were rinsed twice with 2 mi of 30 mM
Tns-aczmate buffer (pH 7.1) conwining 100 mM NaCl, and then har-
vested in ice<cold NaCl-fres Tris-acswure burfer soiunon. The csil
suspension was homogsnized and subsequently ceamifugeu as de-
scribed above. The fnai peller was homogenized in buifer.

Sincs it has besn shown that freezing alters Ca*/Cl~-dependent
giutamare binding sites (18), memoranes from both cuitures or 2ew-
born rat brains were immediately used after isolation for giutamats
binding assays under ionic-enriched Tris-HC] busfer condirons. By
conmrast. prefiminary observations reveaied that no change in binding
aczvity for glummate occurred for binding assays with Tris-acsm
ouffer when membrane dreparations were kept frozen at —20°C for
less than 3 wesks. In ail cases. aliguots of the membrane suspensions
were mken for protein determination (19). using bovine serum aibumin
as standard.

PH]Giutamare Binding Assavs. After 3 days in vio. living neu-
ronal cell cuimres (0.22 = 0.07 mg prowin/dish) were rinsed twics
with 2 mi of 50 mM Tris-HC buffer (pH 7.1) conmining 100 mM
sodium acseate and 2.5 mM CaCl. and were then incubated for 30



iutamare Receptors in Cuaitured Neurons

oun 3 30°C in | mi Na/Ca**<conmining Tris-HCl busfer with increas-
g conceatatons (from 20 o 2000 aM) of PH]giutamare (1813.0
*”'3&mmoL New Engiand Nuciear, Boston. MA), in the absence or in

e aresence of 500 uM -asparmre-3-hydroxamate, 2 potent biocker
or ,xummaz\mmn(.m In separate experiments, neuronai ceils were
‘ncunated with increasing concsoustons of PHjgiumamare for 10 min
at 30°C in 50 mM Tris-acemate buffer (pH 7.1). The incubanon tmes
for Joth assay conditions were chosen in preliminary kinesic smdies,
e squiliorium being reached carfier whea sampies were incubated in
Tris-acemre buffer as compared ® the Tris-HC! one.

At the =nd of the incubation. cuitured ceils were rapidly washed
by 3X2 mi ice-coid buffer, and then solubilized in | N NaCH for orotein
measurement. nd derermination of radioactvity by liquid scinbilanon
sounting in LKB-Optiphase Hisare [L. as previously described (16). Non-
soucific binding was determined using the same procedure in the addi-
aonal presencs of $00 wM uniabeied giummate {Sigma).

Memprne preparanons from neuronal c=il cultures or newborn
=t ‘oreorains (0.2-0.3 mg protein) were incuoated in 2 fnal voiume
of U mi of =ther 50 mM Tns-HC: burfer conuning 100 mM sodium
sczeste and 2.5 mM CaCl, at pH 7.1 for 30 mun ar 30°C or in 30 mM
Tas-aczeate. pH 7.l for 10 mun ar 30°C. in the presencs of vanous
concenrrznons of H|giuzamate. incubations were ierminated 5v moid
cememfeganon for 4 mun 2t 13.000 2. The supernamat was aspirated.
znu the residuai peilet was wasncq witn burfer. and then dissoived
cvarmight at room emoerzrure with 300 4l assue solumiizer (LX3
Cousoivi. Treium contenr was fnally mezsured by liquid sernullation
counting using LXB-Cpnphase Hisare {1 Non-specific binding was
detzrmuned in the presence of 300 wM giummate. and routnely rep-
resentsd 2+35% of the towl binding.

Addiuonallv, glummate recestor subeypes wers studied v dis-
sizeing [“Hjgiuamate spesific Minding in memerzne precaranons 3v
us sompounds (107° 10 107* M) which interac: seiecnvely wiun

,-e:::torsz \MP\. quisguaiste (.«.v(P wauxsau: 2te revss-
and rens-i-amino- i S-vciopenanedicarooxyliic acid (meons-

C'-"D me:oolropic  rec=Dlors). for <sch compound fested. e

onczaganon which s by 30% the specific Minding of the mdi-
Ju":nd (IC.) was detzrmuned graoniczily, and Ki values wers czi-
cuiated Tom the equaton Ki = 1C,(1-{guamae}Kd). o an
aemot to further characrtznize NMDA receotors in cuitursd neurons
ang in the newborn mat Jran. specific NDA-sensuive PH]giuamate
anding 0 memprane sampiss was anaiyzed by the addinon of 0.7
7 NMEA 1o (e 2ssay medium

Beia

RN
(222

Witin 2 given ¢xpeniment and for all Sinding condivons tested.
issays wers pertormed n mpiieste tor soth toral and non-spesinic
ainding.

{H; Tetrapnenviphospnonium Ceiluigr Disttbunon. The dism-
sutton t3uo of TPP Jenvesn inma- and =xrracsiluiar comparanents
~2s studied 9y measuring the uptake of PHITPP- by 1 modification
of the method described by Lichtsitein <t al. {14) and Friedman et al.
:23). Cuitured ncurons were rinsed twice by I mi Hepes-purfersd
Krebs-Ringer soiution (120 mM NaCl § mM XKCL 1.8 mM CaCl., 0.6
mM MgS0,, 6 mM giucase. 10 mM Hepes, pH 7.4). Cails were then
sremncubzied for 25 min 3t 37T°C in | mi of the burxc' solution con-
uning 6.75 aM PHITPP (1383.3 GBammel. N.E.N.}, and they wers
nen incupared for 3 mun the addinonai presence of dc::oinn._ng con-
rzamzuons of either K- (135 mM) or giuzmare (100 uM). Conmoi
suitures were incupared in the same conditions with low K- concsn-
Tauons {SrmuM). Cuitured cells wers naily washed by X2 mi of the
Xsebs-Ringer soiunon. soiudiiized with |N NaCH. wasrsas aiiquots
WeTS Diken for subseguent radicaczwiry scindllaton counung and pro-
=0 determination.

Cilulaf depoiarizarion was estimated s e perseamge of eguc-
tion in inmzesiluiarrexmracsilular TPP* dismiburion.

Dara .inaiysis. Specific binding values were pioned according o
the Scoichard method. Kinetic parameters (Kd and Bmax) were cal-
cuiated using least squares linear regression anaiysis for culture and
membrane preparations. Kinetc paramerers were aiso compared wittin
the different categories of preparations used (i.e. mmer cultures, cul-
ture memoranes, and gewborn membranes) by means of Bonferroni
multipie comparison procsdures (24). Changes in the disrribudon of
the lipophilic cation TPP* as compared o conroi cuitures were ama-
lysed with a non-paired Student’s s-test.

RESULTS

Neuronal Cultured Cells. Eight-day-old primary
cultures of rar forsbrain newrons grown in serum-iTe<
medium on a poiwivsine sutsgatum showed a verv high
perzent {more than 37%) of living czils. 25 demonsmated
by Trvpan biuve cxch.swn. with very few (< 7%) non-
neuronal eiements. i.2. gilobiasts and forobiasts, as pre-
vicusly shown in preiiminarv immunccitochemical
characrenization (data not shown). The cuitures axhibited
polvgonal perkarva, with some csiluiar clumps. inter-
conneczed by a dexse fber nerwork (Fig. 1).

[PH]Giutamate Binding. When intwace living neu-
ronal ceils wers incubared with [*H]giutamare in the
presencs of Na-, Ca** and Cl-, bur in the absencs of L-
asgartare-3-hvdroxamate. the radioactiviry measurs< n
solubtiized ceils reached 1015 pmolmg protein (n=<).
Tae addiacen of L-asparmre-3-hvdroxamarte. which innib-
its giumamare uprake, led to a singi= popuiarion of 2ind-
ing sites for PH]gluramarte with 32 Bmax of 36.7 = 2.9
pmolmg protein with a Kd value of 2,145 = 207 aML,
as shown by Scarchard analysis. Under the same binding
asszy condirdons, the towl aumber of binding sites for
giutamate was reduced by 47% in membrane prepara-
tons obwained from cultured ceils. whersas the affinicy
constanr was aot significantly modified (Fig. 2). In cer-
ebral membranes isoiated ffom the newbom mrt fore-

Fig. 1. Phase-conmast rm::auhomgmph of neurons isolared from f=ml
rat forebrain and cuitured for § days in chemicaily-defined megium.
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Fig. 2. Scatchard piots obtained from [*Hlgiutamate specific binding
measured It membranes isolated from $-dav-oid cultured neurons.
Binding assays with ["H]giutamate (20 to 2000 aM) were camed out
in various incubating media (Nz-, Ca**-conuimng Tns-HC] buffer,
Tris-acetate buffer. or 0.5 mM NMDA-conumining Tris-acstaie buffer)
as described in the text. Each plor was generated from a represenunve
experiment.

brain. however, [*Hjgiutamate specific binding had
almost the same charactanistics as in intac: cuitures (Ta-
bie I).

When incubated in a buffer solution without Na-,
Ca*, and Cl~ (Tris-acetate buffer), intact neuronal cails
bound [PH]gluamate specifically, leading 10 Bmax and
Kd values of 14.2 = 1.3 pmolmg protein and 5352 =
46 nM. respectvely. Again. Bmax was significantly
lower in culture membranes as compared to intact cells
and newborn membranes, with no changes in Kd values
within the different preparations studied (Tabie I). Fol-
lowing addition of 0.5 mM NMDA to the incubating
Tris-acetate buffer, the specific NMDA-sensitve [PH]glu-

Qillet, Nicolas, Koziel, and Daval
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Fig. 3. Inhiomon of {*H]giutumare specific binding by vanous potent
dispiacers i memoranes isoiated from 8-day-oid cultured neurons.
Binding assays were carmed out as descrived in the text. Daw are from
representanve experiments. Logit Tanstormauon of the curves vieided

the [C,, vaiues fom which were caiculated Xi constants.

amate binding revealed higher affinity receprors for giu-
tamnate in culture membranes. with a Kd of 200 oM and
a toal number of binding sites around 3 pmoi/mg pro-
tein. Although Kd was slightly increased. similar data
were obuained in membranes isolated from the forebrain
of newbom animals.

Among the various compounds tested, NMDA was
the most potent to displace [*H]giutamate specific bind-
ing in membranes from cultured neurons. with a Ki of
3.6 uM. Under the same experimental conditions. other
derivarives were equally erfective to displace giutamate
from its binding sites. Ki values ranging from 25 to 30
WM. The different compounds exhibired simiiar abiiity
10 displace [PHjgiutamate binding in newbom mem-
branes as compared to cultures, although Ki for NMDA
was significantly lower in culture membranes (Fig. 3,
Table II).

Table L Kinede Constants for PH])Giutamare Binding o Intac: Cultured Neurons from Fetal Rat Forebrain. and Membrane
Preparations Som Cultures and Newborn Rar Foreprain: infiuence of Binding Assay Conditons

Intact Cuitures

Cuitures Membranes Newbormn Membranes

Bmax Kd

Bmax Kd Bmax Kd
(pmoi/mg prot) {nM) (pmoi/mg pror) (nM) {pmoi/mg pror) (M)
Tris-HC] busfer
with Na- and Ca~ 36.7 =29 2145 = 207 194 = 0.3« 2412 = 193 50.1 = 6.0m 2781 = 106
Tris-acetate busfer 142 = 13 552 = 46 8.1 = 0.6% 608 = 32 154 = 1T 520 = 38
NMDA-~displaceable — — 9 =02 200 = 34 = 06 276 = v

Values are means = SEM whaich wers obtned from 4 10 6 separate experiments performed as described in the **Experimental
Procedure’* section. in the presence of L-asparmate-8-hvdroxamare. NMD A-dispiaceable binding was defined as ["H]giutamate binding
dispiaced specifically by 0.5 mM NMDA. P<0.0]. statistically significant difference between imact cultures and culture membranes:
*P<0.05, 2P<).01, statsticaily significant difference berween cuiture and newbom membranes (Bonferroni muitipie comparnison

test),
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Tabie IL Displacement of PH]Glutamate Specific Binding in
Memoranes [sofated from 8-Day-Qld Cuitured Neurons and fom
Newbom Rar Forebrain

Cuiture Membranes Newborn Membranes

Dispiacer Ki (uM) Ki (M)
MviDA 3.8 £ 09 935 = 2.1
uisqualic acid 380 = 32 446 =42
AMPA 48.3 = 43 —_
Lainic acid 265 = 24 333 =23
rans-ACPD 356 = 40 49.1 = 6.9

viembrane aliquots were incubated in Tris-acemare buffer as described
n die wxt in the presence of 400 oM [PH]glummate in the abseacs or
n ‘he presence of increasing concentrations. of the tested compound
frem 107° 10 1072 M). Dama were obmined from 3 separate axperi-
nents performed in triplicate at sach concenmation.

£<0.01, staristcaily significant difference berween cuiture and new-
som membranes (Student’s s-test)

abie 11, PH]Temaonenylphosphonium Incorporaton into Cuitured
Neurons rom Faumi Rat Forebran: Effect of Depoianzaton by X-
and Giutamate

TPP* incorporanon

(DPM/100 ug prov) Percent of onmoi

Zanmoi (SmM X°) 23123 = 1421 —_
25 M K- 9989 = 189« 452 =19
190 uM gluramate 7098 = 148 30.7 = It

Jutured cells wers preincubated for 25 mun :n Kress-unger saline
surfer conmining 6.75 nM (PHJTPP-, then incubated for 5 mun in e
wainonal presencs of either 135 mM X~ or 100 oM giutamare, and
inzily processed 33 described in the text for the measurement of T2
iptzke. Vaiues are means = SEM obmined rom 3 separate sxpen-
Tns,

+20.01, srausncaily significant difference fom conaoi (Studeat's -

testh

P E]Tetraphenviphcsphonium  [ncorporation.  As
shown in Table I, a large uptake of FH]TPP was
measured in conmrol cultured neurons atter § davs in vi-
72. Glutamate (100 uM) was able to reduce the incor-
soration of PH]TPP into the cultured c=ils by 70% as
compared to conol neurons incubated in physiologiczl
saiine, reflecting 2 high degres of cellular depolarizartion.
~Neuronal ceils were also capable to respond o the ap-
piication of K-, since the addition of 135 mM X- w0 the
axaceilular medium induced a 57% decrease in the li-
pophilic cadon incorporation.

DISCUSSION

The present study allowed the demonstation and
characterizadon of specific binding sites for [H]giu-
amare in a model of neurons isolated from the ferai rar
foredrain, and cuitured in a chemically-defined medium.

It couid be shown that, after 8 days in vimo, such neu-
rons express various types of gluramate receptors with
characteristics close to those present in the forebrain of
gewborn rat. In addidon, cuitured cells appeared to be
able to respond to the application of extraceiluiar glu-
tamate by membrane depolarization, suggesting that glu-
tamate receptors in cultured neurons dispiay functional
properties.

In recent years, considerable improvements of the
culture systems have led to a rapid increase in the ap-
plications of cell and tissue culture for the functonal
study of the central nervous system, especially to give
new insights to cell interactions and biochemical events
in the developing brain (25,26). It has besn shown that
many aspects of neural development occur in culture
with time courses remarkably similar to those in siru
suggesting that neuronal ceils obuined from fetal brain
and then cuitured in chemically-derined medium dispiay
developmenual charactenistics of their in vive counter-
parts (25.27). Techniques for receptor studies include di-
rec: measurement of recsptor binding sites by radioii-
gand-binding assays in both intact or dissociated celils as
weil as determination of receptor-associated second mes-
sengers, i.2. measurement of cyclic AMP, cyciic GMP,
and inositol phosphates (23). Thus, using simplified ds-
sue pregarations such s relarively homogeneous pri-
mary cultures of neurons or giial ceils from the cenmal
nervous system, it has been possible to anaivze many
tvpes of recegrors, including GABA (29), muscarinic
(20}, adrenergic (31), opioid (32), adenosine (16) recep-
tors, as weil as recsptor sites for peptide neurohormones
(33=35) and benzodiazspine speciic binding sites
(36,37,

Severa] lines of evidence have suggested the exis-
tence of funcdonal giuramartergic pathways in neurzi
ceils grown in culture (38—0). For instancs, elecTophy-
siological studies have shown the development of func-
tionally actdve gluramare and GABA receptors in cul-
tured neurons fom rat hippocampus. seprum and aeo-
cortex., with a remrded sensitvity to glummate as
comgared to GABA In most brain regions (41). Al-
though the expression of a putatdve NMDA recepror
complex-associated glutamate binding protein has been
reported in cuitured rar hippocampal neurons using an
immunochemical approach (42), only very few studies
have focused on the expression of the various giutamare

ceptor subtypes, mainly by means of indirec: meth-
odoiogical techniques.

In our model, and according to the icnic-depend-
ence of glutamare specific binding two c=il membranes.
the incubation of intact lving aeurons in Tras-H2C1 burfer
in the addidonal presencs of Na- and Ca* led o the

74



Gilutamate Receptors in Cultured Neurons

sive receptors in our cultured neurcns is physiologi-
zzily relevant, because it has been shown that this
saregory of binding sites for gluramate has a special roie
in he immature brain. Indeed, in some cerebral regions,
ACPD receptors exert greater influences on neuronal ac-
dvity in immarure animals than in adults (53). Consistent
with this, ACPD receptors may have important functions
n Jevelopmental changes in the visual cortex by helping
10 define the critical period for ocular dominance
changes (54). In addidon, ACPD receprors participate to
long-term potentiation in hippocampal slices prepared
Tom immarture (§35) but not adult rats, while conmibutng

¢ long-term depression in the hippocampus of adult an-
unals (56).

Finally, the presence of glutamare specific binding
sites in cultured neurons reflects the expression of tunc-
ucnal receprors, since the application ot exogenous giu-
:zmate results in significant depolarization of the ceils.
as shown by the reduced uptake of lipophilic cation
[PHITPP . In this respect. if the cellular response to giu-
:amare and its analogues may be deleterious for the neu-
rons, due to the npeurotoxic properties of these
ccmpounds. it may also contribute to neurcnal devei-
spment, differentiation and survival. in as much as it is
wail known that EAA 2xert a opnic action on ceil out-
growth and plastcity (3,37).

In conciusion, cultured neurons Tom the rat embrvo
forzorain and grown in chemiczily-defined medium dis-
oiay. arter § days in vimo, a functicnal gluramatergic
svstem with characteristcs close to those in the newborm

t brain. These cells express various glutamate recsptor
subrypes. mainiv L-AP4-iike and NMDA receprors. and
h a2 model may be useful to further explore EAA-
rsiated mechanisms underiving neurcnal ceil develop-
m=nt, plasticity or exciotoxic damage.

;]
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4) Evaluation de la neurotoxicité liée au glutamate dans 1'hypoxie sur
les neurones en culture. Influence du degré de maturation cellulaire.

4.1.objectif de I'étude

Aprés avoir montré l'expression des diverses classes de récepteurs du glutamate dans notre
modele in vitro, nous avons évalué la pertinence de l'hypothése excitotoxique dans les
meécanismes deléteres impliqués lors de la neurodégénérescence observée a la suite d'une
exposition a une hypoxie transitoire de 6 heures, laquelle induit une mort cellulaire retardée. La
sensibilit¢ des neurones a des concentrations toxiques d'acides aminés excitateurs a été
analysée entre 6 et 9 jours de culture, parallélement aux atteintes post-hypoxiques. Afin de
souligner l'importance du degré de maturité des neurones dans la réponse au glutamate et a ses

analogues, une étude similaire a été réalisée sur des neurones entre 13 et 16 jours.
4.2.approche expérimentale

Au sixieme jour de culture, les neurones ont été exposés pendant 6h a des concentrations
élevées en glutamate (100 uM) avec ou sans inhibiteur de sa recapture, le L-aspartate-p-
hydroxamate (LABH, 500 uM). Parallélement, des cellules ont été exposées au NMDA (100 u
M) en présence d'une concentration dépolarisante de KC1 (50 mM), a TAMPA (100 uM), au
kainate (100 uM) ou au trans-ACPD (100 uM). Les cellules ont été replacées en milieu normal
ou immeédiatement utilisées. Les mémes traitements ont été appliqués a des neurones au stade
13 jours. Par ailleurs, deux groupes témoins ont été constitués, l'un maintenu dans les

conditions normales, I'autre en milieu dépolarisant (50 mM KCl).

La morphologie des cellules a ¢t¢ observée au microscope a contraste de phase dés l'issue de
l'exposition des neurones, puis en fonction du temps jusqu'a 72h apres traitement. Le transport
du glucose, reflétant le métabolisme énergétique des cellules, et la hibération de LDH dans le
milieu, indice de souffrance cellulaire, ont été mesurés selon les méthodes décrites dans
l'annexe technique. A la fin de la période expérimentale, les boites ont été rincées deux fois
avec 2 ml de NaCl 0,9% et leur contenu récupéré dans 1 ml de NaOH IN pour la

détermination des concentrations en protéines.
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4.3 principaux résultats

Aux doses utilisées et en I'absence d'inhibiteur de recapture du glutamate, les acides aminés
excitateurs n'ont eu aucun effet toxique sur les neurones apres 6 jours de culture. En présence
de l'inhibiteur de recapture, le glutamate a induit un hypermétabolisme de 22,5% des la fin de
l'exposition. Cette augmentation métabolique s'est prolongée avec une moindre amplitude
jusqu'a 24 heures apres lexposition (10,5%), tandis qu'a 72 heures le métabolisme était
diminué de 9,6% par rapport aux témoins. Il n'est apparu de souffrance cellulaire qu'a partir de
24 heures, temps auquel l'efflux de LDH a été accru de 222,6% par rapport aux témoins, mais
sans altération morphologique décelable. La dégénérescence des neurones n'a été visible en
microscopie qu'a 72 heures, parallélement a une chute du taux de protéines de 41,5% et a une
libération de LDH accrue de 232,2%.

Aprés 13 jours de culture, le glutamate en absence de LABH, et le NMDA en milieu
dépolarisant, ont réduit le métabolisme de 20-25% a 24 heures post-traitement, cette
diminution se maintenant jusqu'a 72 heures, temps auquel sont apparus les premiers signes de
souffrance et de dégénérescence cellulaires. L'efflux de LDH a alors atteint un niveau accru de
200-250% par rapport aux témoins. La présence de l'inhibiteur de recapture a potentialisé
l'effet toxique du glutamate, sans le déterminer comme a 6 jours de culture. Les agonistes
AMPA, kainate et trans-ACPD n'ont eu qu'un effet dépresseur transitoire sur le métabolisme a

24 heures et n'ont pas provoqué de dégénérescence a 72 heures.
4.4.conclusion de I'étude

Apres 6 jours en culture, les neurones sensibles a l'agression hypoxique résistent a des doses
toxiques d'acides aminés excitateurs. Le seuil de toxicité du glutamate n'est atteint qu'en
présence d'un mhibiteur de sa recapture. L'excitotoxicité ne semble donc pas participer au
processus de neurodégénérescence observé a la suite d'une hypoxie au stade de 6 jours, le seuil
toxique du glutamate paraissant alors trop élevé. Aprés 13 jours de culture, les neurones
deviennent sensibles a l'action toxique du glutamate, par le biais d'une activation des récepteurs
de type NMDA. Ces résultats suggerent que les effets déléteres de I'hypoxie pourraient étre

médiés par différents mécanismes selon le degré de maturité du neurone.

4.5.publication
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INTRODUCTION

11 est établi que le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal du systeme nerveux
central des vertébrés (Collingridge & Lester, 1989; Foster & Fagg, 1984). Cet acide aminé est
impliqué lors du développement dans la synaptogénese et la création de circuits neuronaux
(Meier, 1988; Mattson et al, 1988), agissant tant au niveau de la croissance qu'au niveau de la
plasticité des neurones. Il participe aux processus d'apprentissage et de mémorisation tels que
la potentialisation a long terme (Collingridge & Singer, 1990).

Par ailleurs, il est apparu que les acides aminés excitateurs interviennent également dans la
pathogénése de divers troubles neurodégeéneératifs tels que les maladies d'Alzheimer, de
Huntington et de Parkinson (Beal, 1992; Meldrum & Garthwaite, 1990; Maneuf ef a/, 1995),
de méme que dans lactivité nerveuse anormale observée dans les crises convulsives et
I'épilepsie (Dingledine er al, 1990; Doriat ef al, 1995). Ainsi, le glutamate présente dans
certaines conditions des proprietés neurotoxiques et il a été montré que cette cytotoxicité
s'étendait aux agonistes des différentes classes de récepteurs du glutamate, a savoir les
récepteurs NMDA, AMPA/quisqualate et kainate. Des neurones cérébraux de souris en
culture sont vulnérables a [l'application du glutamate et des divers agonistes dérivés du
glutamate en fonction de la durée d'exposition et de la concentration de l'acide aminé
excitateur, le seuil de toxicité s'abaissant au fur et a mesure de la maturation des neurones
(Frandsen & Schousboe, 1987; Frandsen & Schousboe, 1990).

Un modéle de culture pure de neurones de rat foetal a été développé au laboratoire en vue de
son application a résoudre certains problemes pathologiques associ€és a des perturbations
précoces du développement cérébral. En particulier, il a été utilisé dans des conditions
reproduisant I'hypoxie cérébrale néonatale par réduction de l'apport d'oxygene dans l'imcubateur
(Daval et al, 1991).

Ces travaux ont montré une dégénérescence progressive des neurones, entre 6 et 9 jours de
culture, apres une exposition de 6 heures a un milieu gazeux constitué de 95% N2 et 5% CO2.
L'étude des propriétés fonctionnelles de ces neurones a mis en évidence une hyperactivité
métabolique transitoire précédant l'apparition des signes de souffrance cellulaire et qui pourrait
étre le reflet d'une activation des processus excitateurs liés au glutamate. De nombreuses
études étayent une telle hypothese excitotoxique quant aux mécanismes d'action neurotoxique
de Thypoxie/ischémie, mettant en avant la libération de glutamate par les neurones soumis a
I'hypoxie tant in vivo (Drejer et al, 1985; Shimada et al, 1993; Wahl et al, 1994) que in vitro
(Drejer et al, 1985; Sanchez-Prieto & Gonzalez, 1988). Par ailleurs, il a été montré un effet
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protecteur des antagonistes des récepteurs NMDA pendant l'exposition a I'hypoxie ou lors de
la période de réoxygénation (Schurr ef a/, 1995; Maier ef a/, 1995), mettant en évidence le role
de cette catégorie de récepteurs dans la pathogenése liée a une privation d'oxygene. Enfin,
certaines aires cérébrales présentent une vulnérabilité tant a I'action toxique du glutamate qu'a

une privation d'oxygéne, les deux types d'agression présentant des effets neurotoxiques voisins.

Toutefois, cette hypothese a été récemment remise en cause. Bien que le glutamate et ses
récepteurs semblent jouer un role prépondérant dans la survenue des dommages neuronaux
apres hypoxie/ischémie, il n'en demeure pas moins que l'excitotoxicité n'est pas la seule cause
et peut méme s'avérer d'importance mineure dans certains cas d'ischémie sévere, ou la présence
d'antagonistes NMDA n'empéche pas la mort neuronale a long terme (Goldberg ef a/, 1987).

L'effet de I'hypoxie/ischémie est certes médi€, au moins en partie, par les effets du glutamate,
mais les effets ne se superposent pas exactement, comme cela est apparu dans des coupes de
motoneurones des nerfs vague et hypoglosse exposées a 'anoxie, ou la dépolarisation n'est pas
affectée par des antagonistes NMDA ou non-NMDA, quoique le glutamate soit bien libéré
dans le milieu extracellulaire. Dans des neurones hippocampaux en culture exposés au
glutamate, I'élevation des taux calciques intracellulaires est différente de celle provoquée par
l'anoxie (Haddad & Jiang, 1993). Enfin, I'hypothése excitotoxique repose largement sur les
résultats de travaux effectués in vitro et la comparaison de ces études avec les observations

vivo a conduit a réévaluer cette hypothése (Hossmann, 1994).

Au cours d'une précédente étude réalisée sur des neurones centraux de rat foetal mis en culture
pendant 8 jours, nous avons démontré la présence des différentes classes de récepteurs
fonctionnels pour les acides aminés excitateurs (Oillet ez a/, 1995). A la suite de cette premiére
approche, le présent travail se propose d'évaluer la sensibilité des cellules a des concentrations
toxiques de glutamate et des agonistes spécifiques des divers types de récepteurs. Les
agonistes utilisés sont le N-méthyl-D-aspartate pour le récépteur NMDA, l'acide o-amino-3-
hydroxy-5-méthyl-isoxasole-4 propionique (AMPA) pour le récepteur AMPA, l'acide kainique
pour le récepteur kainate, et l'acide trans(t)-l-amino-1,3-cyclopentanedicarboxylique (trans-
ACPD) pour les récepteurs metabotropes. Les effets d'une exposition de 6 heures a ces
différentes substances ont été évalués a deux stades différents de maturation des neurones:
d'une part a 6 jours de culture, afin de comparer les conséquences des traitements
excitotoxique et hypoxique a ce méme stade et d'autre part a 13 jours de culture afin de tester

une possible évolution Liée a la maturation des cellules nerveuses.
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MATERIELS ET METHODES

Les animaux utilisés sont des rats Sprague-Dawley. Un groupe de 20 femelles a été constitue,
maintenu en conditions d'élevage standard (alternance jour/nuit de 12 heures, lumiére allumée a
6h00, la nourriture et la boisson étant fournies ad /ibitum). L'ensemble des expérimentations
portant sur les animaux a été effectuée selon les recommandations décrites dans le "Guide for
Care and Use of Laboratory Animals" (NIH, Bethesda, MD, 1985).

Apres identification histologique du cycle oestral des rates par coloration au bleu de Giemsa,
des animaux en prooestrus ont été mis en accouplement pendant 24 heures. Les femelles ont
ensuite été isolées jusqu'au 14éme jour de gestation. Les manipulations suivantes ont toutes été
effectuées en conditions stériles sous hotte a flux laminaire et avec du matériel a usage unique

ou stérilisé a I'étuve ou en autoclave avant leur utilisation.

Mise en culture

Le milieu de culture utilisé est a base d'un mélange DMEM/HamF12 pour les cultures a court
terme, et de DMEM simple pour les cultures a plus long terme, ce milieu étant dépourvu de
glutamate mais enrichi en glutamine.

La veille de la mise en culture, les boites de Pétri pour culture de tissus (35x10 mm, Falcon)
ont ¢té recouvertes de 2 ml d'une solution stérile de poly-L-lysine (1 mg/100 ml) et placées
dans un incubateur en conditions controlées ( 37°C, atmosphére humide et mélange gazeux
95% air et 5% CO2 ). Le jour de la culture, cette solution a été €liminée et les boites ont éte
rincées par 2x2 ml de milieu, pour étre ensuite replacées dans lI'incubateur avec 2 ml du milieu
enrichi de sérum de veau foetal a 3% (Gibco).

La poly-L-lysine se dépose au fond des boites et forme en 24 heures un réseau polymérisé
homogeéne auquel les cellules adhérent et restent accrochées tout au long de la culture (Yavin
& Yavin, 1974).

Le jour de la culture, une rate gestante est anesthésiée a I'halothane, son abdomen mcisé et
l'utérus gravide prélevé. Les embryons sont libérés de leur placenta et placés dans du milieu
enrichi en sérum chauffé a 37°C. La partie supérieure de l'encéphale est sectionnée, les
méninges et les microvaisseaux sanguins sont dégagés et les amas cellulaires isolés sont
transférés dans un tube conique contenant 10 ml de milieu enrichi en sérum, et conservés a
37°C. Une suspension cellulaire est réalisée par dissociation mécanique douce a la seringue,
pour étre ensuite centrifugée a 700g pendant 10 minutes. Le surnageant est remplacé par 10 ml
de milieu frais et une seconde homogénéisation est effectuée. Enfin, la suspension est passée au
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travers d'un tamis de nylon stérile (taille des mailles 0,46 pm ) afin d'éliminer les impuretés et

les amas cellulaires résiduels.

La densité des cellules dans la suspension est évaluée a l'aide d'un hématocytometre et ajustée a
106 cellules par ml par une dilution appropriée, pour finalement ensemencer chaque boite par
106 cellules. Les boites sont ensuite replacées dans Iincubateur en conditions standard. La
croissance initiale des neurones se fait ainsi en présence de sérum, qui ne sera utilisé que

pendant les premiéres 24 heures.

Le lendemain, le milieu de culture est intégralement remplacé par un milieu sans sérum enrichi
en hormones et micro¢léments, lequel sera renouvelé tous les 3 ou 4 jours jusqu'au stade
désiré. Au cours du premier changement qui a lieu aprés 24 heures de culture, le milieu
contient également des facteurs de croissance pour les 2 jours suivants (basic Fibroblast
Growth Factor ou bFGF a 2 ng/ml, et Epidermal Growth Factor ou EGF a 10 ng/ml). Ces
demiers stimulent la croissance et la multiplication des neurones au cours des premiers jours de

culture et ameéliorent leur survie a long terme en absence de sérum.

Exposition aux acides aminés excitateurs

Au sixieme jour de culture des neurones, les boites ont subi un nouveau changement du milieu
additionné cette fois de glutamate (100 uM) avec ou sans L-aspartate-f3-hydroxamate (LASH,
500 uM), un inhibiteur de la recapture du glutamate. La présence de ce demier composé
assure le maintien de la concentration initiale de l'acide aminé dans le milieu extracellulaire. Des
neurones ont également été exposés au NMDA (100 pM), en présence d'une concentration
dépolarisante de KCl (50 mM), laquelle permet de lever le blocage par le magnésium du canal
ionique associé au récepteur; enfin a 'AMPA, au kainate ou au trans-ACPD (100 pM). Au
bout de 6 heures d'exposition des cultures, les cellules ont été replacées en milieu normal ou
immédiatement utilisées.

Les mémes traitements ont été effectués sur des neurones au stade 13 jours. Par ailleurs, deux
groupes témoins ont été constitués, l'un par un changement en milieu normal et l'autre en
milieu dépolarisant (50 mM KCl), sans addition de glutamate ou de ses analogues.

La morphologie des cellules a été observée au microscope a contraste de phase dés lissue des
traitements puis 24 heures et 72 heures apres. A la fin de la période expérimentale, les boites
ont éte rincées deux fois avec 2 ml de NaCl 0.9% et leur contenu récupéré dans 1 ml de NaOH
IN pour la détermination des concentrations en protémes, selon la méthode de Bradford
(Bradford, 1976).
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Liberation de LDH. marquewr de souifiance celluiaire

La présence de lactate déshydrogenase (LDH) dans le milieu de culture a ete recherchee 24h et
72h apres traitement des neurones et dans les boites iémoins, les valeurs étant rapportees en
pourcentage de variation par rapport aux témoms. L'activite de la LDH, sans distinction des
différentes formes isoenzymatiques, a été mesurée a 'aide d'un spectrophotometre (Spectronic
2000. Bausch et Lomb) selon le protocole décrit par Amador et coil. (1963) et base sur
loxydation du lactate en pyvruvate et la mesure a 340 nm de la réduction simultanee du NAD™
en NADH-H". La quantification de lenzyme a été validée a l'aide d'un sérum de controle

(Accutrol. Sigma Diagnostics).

Mesure du transport spectficue du glucose, reflet du métabolisme énergetique

Le transport de glucose a eré détenminé par la mesure du prélevement specifique de 2-

desoxvaiucose 2DG-H) par les cellules en culture. A la fin du traitement (6h), puis a 24h et
entin a 72h. les bontes ont ere rincees deux fois par 2 ml d'une solution Krebs-Ringer (NaCl
125 mM, KC14.8 mM, MeSO2 1.2 mM, CaCl2 1.3 mM. KH2PO4 1.2 mM) tamponnee par de
THEPES (pH 7.4). et les cellules ont été préincubees pendant 15 mn a 37°C dans cette solution
satine. Apres élimmation du milier, les neurones ont dré incubés dans 1.5 ml de la solution
tampon contenant 1 mM de 2DG(H). Apres incubation de 30 mn. les cultures ont été
rapidement lavees trois fois par 2 ml de tampon. puis séchees. Les neurones ont ensuite éte

1
H

solubilises dans 1 ml de NaOH [N et des ¢chantilons (100 ul) ont été prélevés pour le
comptage de la radioactivité par scintillation liquide {compteur Beckmann, modele LS 1801).
Le prelevement non spécifique de 2DG par les cellules en culture a eté estime par incubation
des neurones dans des condittons similaires en présence d'un exces de D-zlucose (100 mM).
Dans nos conditions expérimentales, le transport spécifique de 2DG(SH) a été Stabli a 92-93%

du transport total



RESULTATS

Dans les conditions utilisées au cours de cette étude, les cellules en culture se sont rapidement
développées pour conduire a une population cellulaire d'aspect homogéne et constituce
essentiellement de neurones. Au stade de 6 jours in vitro, les cultures ont formé un réseau
dense a la surface du substrat de poly-lysine, avec de trés nombreuses ramifications
intercellulaires. La présence de quelques aggrégats cellulaires a pu étre mise en évidence. Par la
technique d'exclusion au bleu trypan, le pourcentage de neurones vivants a été évalué a plus de
95%. Au stade de 13 jours, les neurones se sont maintenus en un réseau encore plus dense et

enchevétré, les aggrégats de cellules étant plus nombreux et plus gros.

Le métabolisme énergétique des neurones, reflété par le transport et l'incorporation du 2-
désoxyglucose, demeure stable quel que soit le stade de culture, avec des moyennes de 121,7%
7.0 nmol/mg de protéine de 6 a 9 jours (fig.1, fig.5 et fig.7) et de 127,1%5,4 nmol/mg de

protéine de 13 a 16 jours (fig.3, fig.9 et fig.11).

1) Neurones 3 6 jours de culture

1.1.effets du glutamate

Il y a lieu de distinguer l'action du glutamate de celle associée a la présence de l'inhibiteur de
recapture (LAPBH). Dans le second cas, l'effet du glutamate est plus marqué. Ainsi, au stade 6
jours de culture, on observe un hypermétabolisme de 22.5% dés lissue des 6 heures
d'exposition a 100 uM de glutamate en présence de LAPBH (fig.1). Cette activation
metabolique se poursuit 24 heures plus tard de fagon moins marquee (+10,5%) pour mener
finalement a une baisse de 9,6% du métabolisme 72 heures apres I'exposition, avec apparition

de signes de degénérescence, tandis que la souffrance cellulaire apparait dés 24 heures pour
témoins), parallelement a la chute du taux de protémes de 41,5% entre 6 et 9 jours (fig.2). En
l'absence de LABH, l'exposition au glutamate ne produit par contre aucun effet au stade 6 jours
(fig.5 et fig.6).

1.2.effets des agonistes spécifiques et de la dépolarisation

Les cultures semblent résister a une exposition de 6 heures aux différents agonistes spécifiques:

NMDA (en milieu dépolarisant a 50 mM de KCI), AMPA, kainate et trans-ACPD. A ce stade

de maturation, les neurones ne présentent pas de signes apparents de dégénerescence ou de
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Photos:

Aspect morphologique des neurones traités a 13 jours de culture par 100 uM de glutamate,
pendant 6 heures:

-photo du haut, neurones témoins a 16 jours de culture

-photo du bas, neurones traités 72 heures apres exposition au glutamate



souffrance cellulaire a la suite des traitements, conservant des taux de protémes (fig.6 et fig.8)
et des niveaux de métabolisme (fig.5 et fig.7) voisins de ceux des témoins. La dépolarisation

par 50mM de KCL n'a également aucun effet.

2) Neurones 2 13 jours de culture

2.1.effets du glutamate

Au stade 13 jours de culture, il se produit une baisse du métabolisme de 26,7% dées la fin de
I'exposition de 6 heures au glutamate en présence de LAPH, baisse qui s'accentue apres 24
heures (29,3%), tandis qu'a 72 heures I'écart par rapport aux témoins se réduit a 7,3% (fig.3).
Parallélement, le taux de protéines est réduit a 6 heures et a 24 heures (de 23,5 a 27,8%) pour
finalement chuter a 72 heures de 65,4% (fig.4), alors que les neurones sont trés dégradés en
morphologie (photos ci-contre) et que la souffrance cellulaire, apparue des 24 heures avec une
augmentation de 175% de l'efflux de LDH, atteint son maximum (233%). En absence de LAB
H, le glutamate provoque également une baisse du métabolisme a lissue de l'exposition et
jusqu'a 72 heures (fig.9) tout en diminuant les taux de protéines (fig.10), ces effets étant

légerement inférieurs a ceux produits en présence de l'inhibiteur de recapture.
2.2 effets de la dépolarisation et du NMDA

A ce stade de développement, la dépolarisation par elle-méme affecte le métabolisme avec une
baisse de 13,2% dés 6 heures, effet accentué par l'action du NMDA (baisse de 18,8%). Puis,
que ce soit aprés l'exposition au glutamate, au milieu dépolarisant ou au NMDA,
I'hypométabolisme atteint a 24 heures des valeurs comparables entre elles et qui se
maintiennent ou s'accentuent a 72 heures, avec respectivement 24,5%, 23,1% et 24,6% a 24
heures pour 20,0%, 27,6% et 29,6% a 72 heures, par rapport aux témoins (fig.9). Le taux de
protémes apres exposition au NMDA chute régulierement, de 24,7% a 6 heures alors que la
dépolarisation seule n'a pas d'effet significatif, de 35,4% a 24 heures contre 22,1% pour la
dépolarisation et de 43,0% a 72 heures contre 31.2% en milieu dépolarisant (fig.10). Les
signes de dégénérescence et de souffrance cellulaires n'apparaissent qu'a 72 heures avec une

augmentation de 244% de I'efflux de LDH par rapport aux témoins.
2.3 effets des autres agonistes
Apres une exposition de 6 heures, les agonistes AMPA, kainate et trans-ACPD ont un effet

similaire sur le métabolisme des neurones de 13 jours, provoquant une baisse transitoire a 24

heures (respectivement de 15,3%, 14,9% et 12,0% ) alors qu'a 72 heures le niveau est
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comparable a celui des témoins (fig.11). Le taux de protéines est diversement affecte (fig.12).
A lissue immédiate des 6 heures d'exposition, seul le kainate affecte le taux de protéines avec
une baisse de 11,2%, cet effet se maintenant jusque 24 heures aprés (12,3%). L'AMPA
provoque une baisse semblable a ce stade (12,6%). Ces effets ne sont que transitoires puisqu'a
72 heures les taux se stabilisent au niveau des témoins, suivant en cela 1'évolution du
métabolisme. Le trans-ACPD n'affecte pas les taux de protéines jusqu'a 72 heures ou l'on
observe une hausse paradoxale de 18,7%. Il n'y a pas de souffrance cellulaire notable apres
exposition a ces agonistes, les variations d'efflux de LDH n'étant pas significatives alors que

'aspect morphologique des neurones est voisin de celui des témoins.

Figures:
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Figure 1:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 pM), en présence de 500 uM de LABH,
sur l'évolution du transport spécifique et de lincorporation du 2-désoxyglucose dans les
neurones apres 6 jours de culture. Les résultats sont exprimés en nmoles par mg de protéines
et rapportés en moyennes £ E.S. M. obtenues a partir de 30 a 36 échantillons: *(p<0,05) et

**(p<0,01), différences significatives avec le groupe témoin au méme temps (test de Dunnett).

Glu(i): traitement au glutamate, en présence de l'inhibiteur de sa recapture
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Figure 2:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 LM), en présence de 500 uM de LABH,
sur I'évolution des taux de protéines dans les neurones aprés 6 jours de culture. Les résultats
sont exprimeés en Ug par boite de culture et rapportés en moyennes £ E.S.M. obtenues a partir
de 30 a 36 échantillons: **(p<0,01), différences significatives avec le groupe témoin au méme
temps (test de Dunnett).

Glu(i): traitement au glutamate, en présence de I'inhibiteur de sa recapture
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Figure 3:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 uM), en présence de 500 uM de LABH,
sur I'évolution du transport spécifique et de lincorporation du 2-désoxyglucose dans les
neurones apres 13 jours de culture. Les résultats sont exprimés en nmoles par mg de protéines
et rapportés en moyennes = E.S.M. obtenues a partir de 30 a 36 échantillons: *(p<0,05) et

**(p<0,01), différences significatives avec le groupe témoin au méme temps (test de Dunnett).

Glu(i): traitement au glutamate, en présence de I'inhibiteur de sa recapture
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Figure 4:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 pM), en présence de 500 uM de LABH,
sur l'évolution des taux de protéines dans les neurones apres 13 jours de culture. Les résultats
sont exprimés en [g par boite de culture et rapportés en moyennes = E.S.M. obtenues a partir
de 30 a 36 échantillons: **(p<0,01), différences significatives avec le groupe témoin au méme
temps (test de Dunnett).

Glu(i): traitement au glutamate, en présence de l'inhibiteur de sa recapture
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Figure 5:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 pM), 4 une dépolarisation par 50 mM de
KCl et au NMDA (100 M) en milieu dépolarisant sur I'évolution du transport spécifique et de
Iincorporation du 2-désoxyglucose dans les neurones apres 6 jours de culture. Les résultats
sont exprimés en nmoles par mg de protéines et rapportés en moyennes + E.S.M. obtenues a

partir de 30 a 36 échantillons.

dépol: traitement dépolarisant par 50 mM de KCl
Glu: traitement au glutamate, en absence de l'inhibiteur de sa recapture
NMDA: traitement au NMDA en milieu dépolarisant
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Figure 6:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 uM), a une dépolarisation par 50 mM de
KCI et au NMDA (100 uM) en milieu dépolarisant sur I'évolution des taux de protémes dans
les neurones aprés 6 jours de culture. Les résuitats sont exprimés en Ug par boite de culture et

rapportés en moyennes + E.S.M. obtenues a partir de 30 a 36 échantillons.
dépol: traitement dépolarisant par 50 mM de KC1

Glu: traitement au glutamate, en absence de I'mhibiteur de sa recapture
NMDA: traitement au NMDA en milieu dépolarisant
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Fiocure 7:

Effets d'une exposition de 6 heures a 'AMPA, au trans-ACPD ou au kainate (100 pM) sur
l'évolution du transport spécifique et de l'incorporation du 2-désoxygilucose dans les neurones

aprés 6 jours de culture. Les résultats sont exprimés en nmoles par mg de protéines et
rapportés en moyennes = E.S.M. obtenues a partir de 30 a 36 échantillons.

AMPA: traitement a TAMPA

tr ACPD: traitement au trans-ACPD

kainate: traitement a l'acide kainique
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Figure 8:

Effets d'une exposition de 6 heures 3 'AMPA, au trans-ACPD ou au kainate (100 uM) sur
I'évolution des taux de protéines dans les neurones aprés 6 jours de culture. Les résultats sont
exprimés en g par boite de culture et rapportés en moyennes * E.S.M. obtenues a partir de 30

a 36 échantillons.
AMPA: traitement a AMPA

trACPD: traitement au trans-ACPD

kainate: traitement a l'acide kainique
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Figure 9:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 uM), a une dépolarisation par 50 mM de
KClI et au NMDA (100 uM) en milieu dépolarisant sur I'évolution du transport spécifique et de
I'incorporation du 2-désoxyglucose dans les neurones aprés 13 jours de culture. Les résultats
sont exprimés en nmoles par mg de protéines et rapportés en moyennes = E.S.M. obtenues a
partir de 30 a 36 échantillons: *(p<0,05) et **(p<0,01), différences significatives avec le
groupe témoin au méme temps (test de Dunnett).

dépol: traitement dépolarisant par 50 mM de KCl

Glu: traitement au glutamate, en absence de I'inhibiteur de sa recapture
NMDA: traitement au NMDA en milieu dépolarisant
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Figure 10:

Effets d'une exposition de 6 heures au glutamate (100 pM), a une dépolarisation par 50 mM de
KClI et au NMDA (100 pM) en milieu dépolarisant sur l'évolution des taux de protéines dans
les neurones apres 13 jours de culture. Les résultats sont exprimés en |1g par boite de culture et
rapportés en moyennes * E.S.M. obtenues a partir de 30 a 36 échantillons: **(p<0,01),

différences significatives avec le groupe témoin au méme temps (test de Dunnett).
dépol: traitement dépolarisant par 50 mM de KC1

Glu: traitement au glutamate, en absence de l'inhibiteur de sa recapture
NMDA: traitement au NMDA en milieu dépolarisant
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Figure 11:

Effets d'une exposition de 6 heures 2 'AMPA, au trans-ACPD ou au kainate (100 uM) sur
I'évolution du transport spécifique et de l'incorporation du 2-désoxyglucose dans les neurones
apres 13 jours de culture. Les résultats sont exprimeés en nmoles par mg de protéines et
rapportés en moyennes * E.S.M. obtenues a partir de 30 a 36 échantillons: **(p<0,01),

différences significatives avec le groupe témoin au méme temps (test de Dunnett).

AMPA: traitement a 'AMPA
trACPD: traitement au trans-ACPD
kainate: traitement a l'acide kainique
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Figure 12:

Effets d'une exposition de 6 heures a 'AMPA, au trans-ACPD ou au kainate (100 uM) sur
l'évolution des taux de protéines dans les neurones aprés 13 jours de culture. Les résultats sont
exprimés en g par boite de culture et rapportés en moyennes £ E.S.M. obtenues a partir de 30

a 36 échantillons: *(p<0,05) et **(p<0,01), différences significatives avec le groupe témoin au
méme temps (test de Dunnett).

AMPA: traitement a 'AMPA

trACPD: traitement au trans-ACPD

kainate: traitement a 'acide kainique
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DISCUSSION

Les précédents travaux effectués sur notre modeéle de neurones centraux de rat en culture ont
montré les effets délétéres d'une exposition transitoire de 6 heures a lhypoxie au stade de 6
jours, ces effets s'aggravant progressivement pour conduire a une mort neuronale 3 jours apres
réoxygénation (Daval ef al, 1991; Oillet et al, 1995). A ce stade de développement, il a par
ailleurs été possible de mettre en évidence l'expression des différents types de récepteurs du
glutamate (Oillet et al, 1995), suggérant la participation d'un processus excitotoxique dans les
mécanismes de la mort cellulaire retardée faisant suite a lI'hypoxie dans ce modele. Cette
hypothése a certes été validée dans de nombreuses situations expérimentales, tant /n vivo que
in vitro, mais d'autres observations ont soulevé des réserves quant a sa généralisation et ont
imposé certaines limites a son application (Choi & Rothman, 1990). Par ailleurs, la présence
des récepteurs des acides aminés excitateurs au niveau des membranes neuronales n'est pas un
indice certain de leur implication dans une excitotoxicité potentielle. En effet, des études de
l'effet des différents agonistes des récepteurs glutamatergiques, effectuées sur des neurones
corticaux de souris en culture a divers stades de développement, ont montré qu'il n'existait pas
de corrélation simple entre I'expression des sites de liaison des acides aminés excitateurs et leur
capacité a induire une cytotoxicité, I'apparition des sites de liaison précédant en général celle de
l'excitotoxicité (Wahl ef al, 1991). Ainsi, la neurotoxicité du glutamate n'est effective que pour
des cellules matures, et il demeure des sous-populations neuronales résistantes possédant
pourtant des récepteurs glutamatergiques (Choi ef al, 1987). Cette résistance serait lice a une

moindre conductance membranaire pour le calcium.

Les résultats de la présente étude sont mitigés, ne confirmant ni n'infirmant lhypothése
excitotoxique de 'hypoxie évoquant une neurotoxicité du glutamate comme mécanisme de
dégénerescence des neurones de 6 a 9 jours. En effet, l'activation exclusive de chacun des
différents types de récepteurs du glutamate sous l'action d'un agoniste spécifique ne semble
provoquer aucune toxicité a ce stade, tandis que l'activation simultanée de I'ensemble des
récepteurs sous l'action du glutamate, renforcée par la présence d'un inhibiteur de sa recapture,
conduit a une neurotoxicite similaire, tant dans son intensité que dans son décours temporel, a
celle observée pour 'hypoxie (Daval et al, 1991). Toutefois, sans l'inhibiteur de recapture, le
glutamate n'a aucun effet, montrant l'efficacité¢ des systémes de transport a haute affinité a ce
stade. Cette résistance partielle des neurones de 6 jours a l'effet toxique des acides aminés
excitateurs apparait liée a des caracténistiques de cellules encore immatures, puisque les
neurones de 13 jours sont sensibles aux effets toxiques des différents analogues du glutamate,
de méme qu'au glutamate dont l'action n'est plus limitée par sa recapture, impliquant une

sensibilité plus grande des cellules de 13 jours vis-a-vis de l'excitotoxicité. A ce stade, le
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Comparaison des réponses cellulaires induites par l'activation combinée des récepteurs
AMPA/métabvotropes ou AMPA/NMDA. La dépolarisation induite par le récepteur NMDA
ou AMPA conduit a 'ouverture de canaux calciques voltage-dépendants (CCVD). De plus, un
influx calcique a travers le canal du récepteur NMDA activé par cette dépolarisation contribue
a I'élévation du taux de calcium intracellulaire ([Ca2+]i). Cette accumulation intracellulaire de
calcium est a l'origine de la formation d'acide arachidonique (AA), et pourrait étre responsable
de l'activation d'une proténe kinase C (PKC) observée apres la stimulation du récepteur
NMDA. Dans le cas de l'activation combinée des récepteurs AMPA/métabotropes, les courants
ioniques (influx de Na+ et de Ca2+, efflux de K+) sont dus au récepteur AMPA. Le récepteur
métabotrope, lié par une protéine de liaison du GTP (G) a la phospholipase C (PLC), 'enzyme
responsable de la formation de diacylglycérol (DG) et de D-inositol-1,4,5-trisphosphate (IP3),
active quant a lui une protéine kinase C via le diacylglycérol et augmente le taux de calcium
intracellulaire via I'inositol phosphate IP3. L'activation de ces deux récepi:eurs serait nécessaire
a la formation accrue d'acide arachidonique.



récepteur NMDA semble étre le principal médiateur de la toxicité du glutamate, puisque son
activation spécifique par le NMDA en milieu dépolarisant conduit 4 une mort neuronale apres
72 heures alors que les effets médiés par l'activation des autres classes de récepteurs sont peu
marqués et transitoires. L'etfet sur les neurones d'une simple dépolarisation de 6 heures est
proche de celui de I'exposition au NMDA, quoique avec un délai plus long et une moindre
amplitude. Diverses études in vitro suggérent qu'un tel effet pourrait étre lui aussi médié¢ par les
récepteurs NMDA, en levant le blocage du magnésium voltage-dépendant (Cox ez a/, 1989), et
en provoquant l'activation de ces récepteurs avec une libération de glutamate et un influx
calcique (Takahashi ez a/, 1995; Uchiyama-Tsuyuki ez a/, 1995).

L'activation simultanée de différents récepteurs par de fortes concentrations en glutamate serait
donc nécessaire pour induire un effet neurotoxique sur des neurones encore immatures, peu
sensibles a l'excitotoxicité. Cette observation peut s'expliquer par linteraction des différents
récepteurs dans les mécanismes genérant la toxicité du glutamate, une telle interaction
renforgant l'effet toxique (fig.8). Ceci est confirmé par le fort potentiel neurotoxique que
possédent les agonistes multiples, comme l'iboténate qui active a la fois les récepteurs NMDA
et metabotropes et qui provoque des lésions cérébrales excitotoxiques similaires a celles
observées dans les pathologies du cerveau en développement chez le foetus et le nouveau-né
(Marret ef al, 1995). De plus, il a été établi que le blocage d'un site récepteur particulier par un
antagoniste spécifique n'empéchait pas la toxicité du glutamate (Frandsen et a/, 1989). Les
récepteurs metabotropes couplés au métabolisme des inositols phosphates participeraient
également a l'excitotoxicité, par le biais d'une protéine kinase C qui va activer, en la
phosphorylant, une sous-unité du complexe ionophore du récepteur NMDA, aboutissant ainsi a
un influx calcique (Schoepp & Conn, 1993). Par ailleurs, les récepteurs du glutamate modulent
leur activité en agissant les uns sur les autres (Cunningham et a/, 1993), alors que l'action
prolongée d'agonistes particuliers entraine en retour une régulation négative de leurs
récepteurs, diminuant leur sensibilité ou la capacité des cellules a libérer les acides aminés
excitateurs (Martin et al, 1991).

L'hypothese excitotoxique n'est donc au mieux qu'une explication partielle de la survenue des
dommages cellulaires post-hypoxiques dans les neurones immatures peu sensibles a
l'excitotoxicité. Dans un modele in vitro d'exposition de neurones centraux a des mhibiteurs
métaboliques, la déplétion en énergie, perturbation majeure du métabolisme énergétique qui
accompagne I'hypoxie/ischémie et sous-tend pour une grande part ses effets délétéres, est
apparu comme pouvant conduire a un type de mort neuronale retardée n'impliquant ni le
calcium, ni le glutamate (Uto ef a/, 1995). D'autres facteurs liés a I'hypoxie et initiant une mort
cellulaire retardée dans des cerveaux encore immatures peuvent donc étre évoqués. Amsi, il a

été montré qu'un stress oxydatif induisait l'apoptose dans des neurones corticaux



embryonnaires, effet li¢ a un affaiblissement des défenses cellulaires parmi lesquelles les
systemes antioxydants (Ratan ez al, 1994). Cette observation ouvre une voie nouvelle a

I'explication des mécanismes sous-jacents aux atteintes neuronales post-hypoxiques.

Ainsi, une hypothése alternative a l'excitotoxicité repose sur la production accrue de radicaux
libres dérivés de l'oxygene pendant I'hypoxie, comme nous l'avons montré dans une précédente
étude, ce résultat recoupant des observations faites par d'autres équipes (Cazevieille et al,
1993). Ces radicaux sont des espéces réactives a fort potentiel cytotoxique et peuvent
provoquer la mort neuronale par leur action directe sur les lipides membranaires (Sakamono ez
al, 1991), ou secondairement en activant les processus excitotoxiques (Buisson et a/, 1993;
Manzoni & Bockaert, 1993).
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VI. DISCUSSION GENERALE ET CONCLUSIONS

1) Problémes inhérents au modele
1.1.avantages du modéle

Dans le chapitre consacré aux différents types de modeles d'étude des effets de I'hypoxie sur les
cellules nerveuses, nous avons montré que de multiples avantages peuvent étre retirés d'un
modéle de neurones centraux en culture pure. En premier lieu, les neurones sélectionnés
proviennent de territoires cérébraux (hippocampe, cortex et striatum) dont la sensibilité
particuliére a une privation en oxygene a été largement prouvée. En second lieu, les neurones
sont incubés dans un milieu chimiquement défini et présentent une pureté et une viabilite
élevées. Enfin, l'étude et I'interprétation d'un mécanisme spécifique sont plus aisées dans ces
conditions. De méme que pour les autres modeéles in vifro, la modification de variables
expérimentales et lintroduction comme I'‘élimination d'agents exogénes dans le milieu
d'imcubation sont de pratique tres simple. La culture de neurones est donc un outil de choix qui
permet d'établir des relations de cause a effet (Cestelli er a/, 1992).

En dépit des avantages certains d'un tel modele, il demeure quelques point délicats qui méritent

notre attention en vue de I'mterprétation des données.
1.2.inconvénients du modéle

Les limites d'un modele in vitro, quel qu'l soit, proviennent des divergences par rapport aux
réalités physiologiques. Ainsi, "une ischémie in vivo ne se limite pas a un déficit en énergie et
a une libération de glutamate. Elle est associée également avec une acidose sévere, une
disponibilité limitée en calcium extracellulaire comparée a l'apport ad infinitum dans les
cultures tissulaires, et une libération concommitante de zinc et de divers neurotransmetteurs
inhibiteurs, pour lesquels il a été montré in vitro qu'ils réduisaient la toxicite du glutamate"
(Hossmann, 1994). 11 existe par ailleurs des interactions entre le cerveau et le systeme
cardiovasculaire qui n'interviennent plus au niveau du neurone isolé. Il a été montré, par
exemple, que la stimulation de récepteurs NMDA dans le cerveau augmentait le débit sanguin
cérébral chez le mouton nouveau-né, en liaison avec une production de monoxyde d'azote
(Northington et al, 1995). 1l est indéniable que, dans un mod¢le de neurones en culture comme
le notre, le pouvoir neurotoxique du glutamate est supérieur a ce qu'il serait in vivo ou méme
dans des coupes de cerveau, l'explication probable étant le libre accés de l'acide aminé

excitateur aux membranes neuronales dans les cultures (Choi et a/, 1987; Garthwaite, 1985).
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Cet effet est encore accentué dans une culture pure de neurones en comparaison avec une
culture mixte neurones/astrocytes, les cellules gliales étant responsables de I'élimination rapide
du glutamate du milieu extracellulaire en assurant son prélevement et sa dégradation
(Rosenberg et al, 1992). Enfin, I'exposition a un type donné d'agoniste spécifique activant une
classe particuliére de récepteurs ne refléte pas la réalité physiopathologique de
Thypoxie/ischémie, situation dans laquelle le glutamate libéré provoque I'activation de

l'ensemble de ses récepteurs.

Le type et la composition du milieu de culture peuvent influencer les variables expérimentales.
Parmi les éléments concernés, nous passerons en revue l'importance du sérum, des facteurs de

croissance et de la présence de glutamate.

Dans notre modéle, le milieu de culture n'est enrichi en sérum que le premier jour, puis les
neurones se développent dans un milieu sans sérum mais en présence de promoteurs de
croissance, incluant des hormones (insuline, progestérone, oestradiol) et des facteurs de
croissance (EGF et FGF, pour 48h). Nous n'employons le sérum et les facteurs de croissance
quau cours des premiers stades de culture, afin de préserver la pureté des cellules, car ces
substances qui activent la multiplication et la différenciation des neurones pendant les premiers
jours provoqueraient une prolifération des cellules gliales et des fibroblastes si elles n'étaient
pas éliminées du milieu.

De tels facteurs trophiques sont certes nécessaires a la survie des neurones dans les conditions
normales, mais ils semblent également jouer un rdle protecteur contre différents types
d'agression. D'une part, il a été montré que le FGF provoque la différenciation et la
multiplication de neurones d'hippocampe en culture (Creuzet et a/, 1993), tandis qu'une simple
privation du facteur de croissance nerveuse (NGF) provoque la mort par apoptose de neurones
sympathiques in vifro (Deckwerth & Johnson, 1993). D'autre part, l'é¢tude présentée dans ce
mémoire a établi le role protecteur du sérum dans lhypoxie, les neurones développés en
presence de 2,5% de sérum de veau foetal produisant moins de radicaux superoxydes toxiques
que ceux cultivés en milieu sans sérum, dans les conditions de notre modele (Daval et al,
1995). Il a également été démontré que le sérum, comme le FGF, atténue la neurotoxicité du
glutamate dans des neurones centraux en culture, en agissant au niveau de l'influx calcique
secondaire li¢ a la mort neuronale retardée (Uto et a/, 1994) et en diminuant la production de
radicaux peroxydes tout en activant des systémes enzymatiques antioxydants (Mattson et al,
1995). Enfin, le FGF et le glutamate ont des actions opposées dans le développement cérebral,
qui s'accordent normalement pour geénérer l'architecture neuronale, en régulant les flux
calciques transmembranaires, mais qui conduisent a la dégénérescence des neurones en cas de
déséquilibre (Mattson ez al, 1989).
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La nécessité de changements réguliers du milieu est une contrainte inhérente aux cultures
cellulaires. Or, de telles manipulations ne sont pas sans influence sur les conditions
expérimentales. Ainsi, il est apparu que des dommages cellulaires peuvent survenir a la suite
d'un changement du milieu de culture. Cet effet néfaste serait lié a I'apport de glutamine et a la
génération de glutamate extracellulaire (Driscoll e a/, 1993). Les neurones immatures tirent
bénéfice d'un apport direct de glutamate dans le milieu, mais une culture a plus long terme
présente une meilleure viabilité dans un milieu sans glutamate, puisque les cellules régulent la
synthése des pools de ce neurotransmetteur, entre autres en prélevant et en metabolisant la
glutamine du milieu et en contrélant la libération et la recapture du glutamate (Fonnum, 1993),
alors que l'apport direct de glutamate va activer des récepteurs et provoquer une éventuelle
toxicité, d'autant plus que l'effet est renforcé a chaque changement. C'est pourquoi nous avons
adopté le milieu DMEM pour des cultures a long terme, alors que le mélange DMEM/HamF12

semble bien adapté pour un temps de développement limité (10 jours au maximum).

2) Mécanismes de la neurotoxicité dans 'hypoxie

2. L.statut énergétique - spécificité du cerveau immature

Le cadre général de I'étude conceme les conséquences de I'hypoxie cérébrale, et nous avons
évoqué différents mécanismes d'action possibles en soulignant leurs limites. Cependant, il y a
lieu de souligner le contexte particulier de l'hypoxie, qui différe de l'ischémie sur plusieurs
points importants. Dans notre modéle, les neurones sont soumis a une privation d'oxygeéne en
présence d'un taux normal de glucose dans le milieu de culture. Or, l'ischémie est caractérisee
par une privation simultanée d'oxygene et de glucose, impliquant une déplétion énergétique
plus marquée. Ce point est essentiel vis-a-vis de la réponse des cellules nerveuses a l'agression.
En effet, en présence de glucose, les neurones résistent aussi bien a une hypoxie modérée qu'a
une exposition au glutamate. 11 a ainsi été montré /n vitro que seule une hypoxie combinée a
une hypoglycémie pouvait provoquer un influx calcique (Badar-Goffer ef a/, 1993), tandis que
la présence de glucose dans le milieu de culture protégeait les neurones contre une exposition
au glutamate a des concentrations allant jusqu'a 5 mM (Lysko ef a/, 1989; Cox et al, 1989). A
I'mverse, les taux élevés de glucose chez l'adulte potentialisent les effets néfastes de 'hypoxie,
vraisemblablement par accumulation de lactate (Johnston, 1993). Le statut énergétique est
donc un important facteur dans la survenue des dommages aprés anoxie. Ce point a par
exemple €té démontré dans des coupes d'hippocampe de rat, la survie des neurones hypoxiques

¢étant liée aux taux de créatine phosphate (Carter et al, 1995).
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L'adaptation métabolique du cerveau immature soumis a une hypoxie permet d'éviter une
déplétion énergétique grave. Les mécanismes de défense cellulaire dépendant de I'énergie
restent fonctionnels et protégent le neurone efficacement contre l'agression hypoxique. Par
contre, I'exposition a une ischémie, laquelle perturbe gravement le métabolisme énergétique,
compromet la survie de la cellule nerveuse. En effet, elle induit un processus neurotoxique tout
en diminuant les capacités de défense cellulaire propres au neurone et en empéchant la

protection par I'environnement glial, également inhibé en conditions ischémiques.
2.2 le stress oxydatif lié¢ a I'hypoxie

Dans notre modele de neurones isolés en culture pure, nous avons montré une production
accrue de radicaux superoxydes a la suite d'une privation transitoire de I'apport d'oxygéne. Ces
radicaux sont des espéces réactives a fort potentiel cytotoxique et peuvent provoquer la mort
neuronale par leur action directe sur les lipides membranaires (Sakamono ef a/, 1991), ou
secondairement en activant les processus excitotoxiques (Buisson ef a/, 1993; Manzoni &
Bockaert, 1993). Ainsi, dans des neurones corticaux embryonnaires, il a été observé qu'une
mort par apoptose ¢€tait induite par un stress oxydatif, a la suite d'un affaiblissement des
défenses cellulaires liées aux systémes antioxydants (Ratan ef a/, 1994). Par contre, un
antioxydant comme la N-Acétylcystéine protégerait des neurones sympathiques en culture
contre l'apoptose induite par la privation de facteurs trophiques (Ferrari et a/, 1995). Le stress
oxydatif serait donc un processus général impliqué dans la survenue d'une mort neuronale de

type apoptotique.

La présence de sérum dans le milieu de culture pourrait protéger les neurones contre I'hypoxie
en limitant la production du radical superoxyde. Les effets délétéres de ce dernier seraient donc
essentiels pour déterminer la neurodégénerescence aprés hypoxie.

L'hypoxie provoque également une dérégulation de I'homéostasie du fer libre, responsable de
processus oxidatifs avec génération de radicaux libres, tout en stimulant des systémes défensifs
antioxydants, en activant par exemple la synthése de la ferritine par les oligodendrocytes (Qi er
al, 1995). Les relations entre une privation d'oxygeéne et l'apparition d'un stress oxydatif sont
donc complexes, puisque 1a encore les cellules sont capables de se défendre et de limiter les
effets de l'agression hypoxique. Cette capacité d'adaptation est cependant limitée pour le
neurone isol€ en culture pure et les effets de I'hypoxie sont amplifiés par rapport a la situation

physiologique.
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2.3.10le de l'excitotoxicité

11 a été montré in vivo qu'une ischémie cérébrale provoquait 'accumulation de glutamate dans
le milieu extracellulaire (Shimada ez al, 1993; Wahl er a/, 1994; Benveniste ef al, 1984),
exposant ainsi le neurone a des doses dépassant le seuil de toxicité de cet acide aminé
excitateur, ce qui va suractiver ses récepteurs et entrainer une cascade d'éveénements
conduisant a la mort cellulaire. L'inhibition métabolique serait essentielle a I'apparition d'une
telle toxicité, en déterminant une plus grande sensibilité de la cellule nerveuse au glutamate et
en prolongeant les effets de l'ischémie (Rajdev & Reynolds, 1994; Vomov, 1995). Ainsi, il est
apparu que des neurones en culture résistaient a de fortes doses de glutamate en présence de
glucose. Dans le contexte particulier des effets de I'hypoxie sur le cerveau immature, nous
avons vu que ce dernier présentait une adaptation métabolique limitant la déplétion
énergétique. Dans ces conditions, il s'avére donc que le seuil de toxicité du glutamate est tres
élevé. Par ailleurs, nous avons observé que linhibition par Thypoxie de la recapture du
glutamate extracellulaire pouvait contribuer a l'apparition d'une excitotoxicité. Un tel effet
pourrait en effet potentialiser la neurotoxicité du glutamate comme cela est apparu in vitro.
Cependant, il a été établi /in vivo que l'accumulation du glutamate produite par le blocage de
son prélevement par des inhibiteurs spécifiques ne suffisait pas a induire des dommages

neuronaux {Massieu ez al, 1995).

Dans notre modele, nous avons mis en évidence 'expression des différents types de récepteurs
du glutamate au stade 6 jours. I était alors possible d'établir si, a ce degré de maturation,
l'activation de ces récepteurs pouvait produire une excitotoxicité. Nous avons alors pu évaluer
la sensibilité des neurones au glutamate et a ses analogues. La dose utilisée, 100 uM, a été
choisie comme étant supérieure aux concentrations mesurées par microdialyse in vivo apres
hypoxie/ischémie et dépassant méme les doses léthales évaluées dans des travaux in vitro
concemant des neurones matures (Frandsen & Schousboe, 1987; Frandsen & Schousboe,

1990). A priori, cette dose se situait donc largement au-dela du seuil toxique normal.

Au vu des résultats de nos travaux, il semble que 'excitotoxicité ne soit pas impliquée dans le
processus de dégénérescence des neurones centraux immatures a la suite d'une privation en
oxygene, puisque des doses normalement toxiques du glutamate et de ses analogues n'ont pas
eu d'effets a un stade précoce de développement ou le seuil de toxicité est trés éleveé.
L'apparition d'une excitotoxicité a un stade ultérieur de développement confirme que la
résistance des neurones de 6 jours aux acides aminés excitateurs est liée a leur faible degré de
maturité. Comme ces cellules immatures possédent toutefois des récepteurs glutamatergiques,
leur moindre sensibilité pourrait étre associée a une conductance membranaire réduite pour le

calcium (Choi ef al, 1987). L'activation de ces récepteurs pourrait ainst participer a la
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neurotoxicité induite par l'hypoxie, mais ne suffirait pas a provoquer par elle-méme la

dégénérescence des neurones privés d'oxygene.

2.4.autres mécanismes

La privation d'oxygéne implique d'autres systémes neurotransmetteurs que celui du glutamate,
dans lesquels Thypoxie perturberait la transmission synaptique du signal nerveux. Au niveau
présynaptique, elle inhiberait la libération de neurotransmetteurs et au niveau postsynaptique,
elle s'opposerait a la liaison du ligand a son récepteur, comme cela a été observé pour les
récepteurs cholinergiques de type nicotinique (Lee ez al, 1995). Cet effet est trés spécifique
puisque cette action ne s'étend pas a l'autre classe de récepteurs cholinergiques, de type
muscarinique. Par contre, l'activation de ces récepteurs muscariniques inhiberait I'apoptose
dans des cellules PC12 (Lindenboim ef a/, 1995). Or, ce type de mort cellulaire correspond a
celui induit par I'hypoxie. Les récepteurs gabaergiques seraient également impliqués, du moius
dans l'ischémie. En effet, l'activation de la neurotransmission du GABA par le diazépam,
administré apres la période ischémique au niveau de sites vulnérables comme I'hippocampe et le

striatum, protege les neurones contre une mort retardée (Schwartz et al, 1995).

La synthese protéique serait également perturbée par l'hypoxie, ce point étant actuellement a
I'étude au laboratoire. L'hypoxie/ischémie pourrait aussi interagir au niveau de l'expression de
certains genes impliqués dans la mort cellulaire retardée. Ainsi, un couplage stimulus-
transcription a pu étre évoqué dans le cas de l'ischémie cérébrale focale, ou la stimulation des
récepteurs NMDA provoquerait I'induction de facteurs de transcription par l'expression de
genes précoces (Kiesslig & Gass, 1994). La transcription de deux de ces génes, ¢-fos et c-jun,
a ainsi été¢ mise en évidence dans des régions du cerveau de nouveau-né particuliérement
vulnérables au stress hypoxique/ischémique, comme le cortex cérébral, I'hippocampe et le
striatum, de méme que l'expression du géne codant pour une protéine de choc thermique, la
protéine hsp70 (Munell et al, 1994). Par ailleurs, une expression du géne c-fos dans
I'hippocampe de gerbille aprés ischémie aurait lieu dans les neurones résistants a l'agression, et
serait médiée par I'activation de récepteurs NMDA (Uemura ef a/, 1991). Enfin, l'expression
du protooncogene bc/-2 protégerait une lignée cellulaire de type neuronal contre une hypoxie

chimique, par l'activation d'un mécanisme antioxydant (Myers ef al, 1995).
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3) Conclusion et perspectives

es effets d'une privation d'oxygene sur le neurone apparaissent complexes et impliqueraient
différents mécanismes a lorigine des perturbations des fonctions et des altérations des
structures cellulaires (fig.9). Le cerveau immature s'avére étre plus résistant a Ihypoxie. /n
vivo, le systéme nerveux central en développement est peu sensible aux perturbations du
métabolisme énergétique, et les mécanismes de défense du neurone contribuent a prévenir
l'apparition de dommages cellulaires. Cependant, nos résultats indiquent que, malgré son faible
degré de maturité, le neurone isolé en culture pure succombe a une privation d'oxygene. Cette
mort neuronale se produirait a travers un processus de type oxydatif plutot que de type
excitotoxique. Les travaux a venir auront pour but de préciser la nature de ce processus, dont
les caractéristiques de mort cellulaire retardée correspondent a l'apoptose. A cet effet, le
marquage spécifique des cellules apoptotiques et leur révélation par fluorescence permettront
d'évaluer 'importance du phénomene et son évolution dans le temps. En parallele, la synthese
de protémes et d'ARN sera analysée par la mesure de l'incorporation de leucine ou d'uridine
dans les neurones, et leur expression génique sera évaluée. Une attention particuliere sera
apportée aux genes associés a la différenciation, a la croissance et a la dégénérescence des
cellules, comme les génes précoces c-fos ou c-jun ou celui codant pour les protéines de choc
thermique.
I reste également a confirmer I'importance du stress oxydatif dans notre modele
d'hypoxie/réoxygenation. Ce point sera abordé de deux fagons complémentaires. D'une part,
nous étudierons le potentiel bénéfique d'un traitement par des antioxydants (superoxyde
dismutases, catalase, N-acétyl-L-cystéine, glutathion et vitamine E). Enfin, nous comparerons
les effets delétéres de I'hypoxie/réoxygénation sur les neurones en culture a ceux qui seront
provoqués par exposition des cellules a un systéme qui génére la production de radicaux libres,

a savoir un meélange xanthine/xanthine oxydase.
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VII. ANNEXE TECHNIQUE

MISE EN CULTURE DES NEURONES

Les animaux utilisés sont des rats Sprague-Dawley. Un groupe de 20 femelles a été constitue,
maintenu en conditions d'élevage standard (altermance jour/nuit de 12 heures, lumiere allamée a
6h00, la nourriture et la boisson étant fournies ad /ibitum). L'ensemble des expérimentations
portant sur les animaux a été effectuée selon les recommandations décrites dans le "Guide for
Care and Use of Laboratory Animals" (NTH, Bethesda, MD, 1985).

Apreés identification histologique du cycle oestral des rates par coloration au bleu de Giemsa,
des animaux en prooestrus ont été mis en accouplement pendant 24 heures. Les femelles ont
ensuite €té isolées jusqu'au 14éme jour de gestation. Les manipulations suivantes ont toutes été
effectuées en conditions stériles sous hotte a flux laminaire et avec du matériel a usage unique

ou stérilisé a I'étuve ou en autoclave avant leur utilisation.

Mise en culture

Le milieu de culture utilisé est a base d'un mélange DMEM/HamF 12 pour les cultures a court
terme, et de DMEM simple pour les cultures a plus long terme, ce milieu étant dépourvu de
glutamate mais enrichi en glutamine.

La veille de la mise en culture, les boites de Pétri pour culture de tissus (35x10 mm, Falcon)
ont été recouvertes de 2 ml d'une solution stérile de poly-L-lysine (1 mg/100 ml) et placées
dans un incubateur en conditions contrdlées ( 37°C, atmosphére humide et mélange gazeux
95% air et 5% CO2 ). Le jour de la culture, cette solution a été éliminée et les boites ont été
rincées par 2x2 ml de milieu, pour étre ensuite replacées dans l'incubateur avec 2 ml du milieu
enrichi de sérum de veau foetal a 5% (Gibco).

La poly-L-lysine se dépose au fond des boites et forme en 24 heures un réseau polymérisé
homogene auquel les cellules adhérent et restent accrochées tout au long de la culture (Yavin
& Yavin, 1974).

Le jour de la culture, une rate gestante est anesthésiée a I'halothane, son abdomen incisé et
l'utérus gravide prélevé. Les embryons sont libérés de leur placenta et placés dans du milieu
enrichi en sérum chauffé a 37°C. La partie supéricure de l'encéphale est sectionnée, les

méninges et les microvaisseaux sanguins sont dégagés et les amas cellulaires isolés sont
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transférés dans un tube conique contenant 10 ml de milieu enrichi en sérum, et conservés a
37°C. Une suspension cellulaire est réalisée par dissociation mécanique douce a la seringue,
pour étre ensuite centrifugée a 700g pendant 10 minutes. Le surnageant est remplacé par 10 ml
de milieu frais et une seconde homogénéisation est effectuée. Enfin, la suspension est passée
au-travers d'un tamis de nylon stérile (taille des mailles 0,46 m ) afin d'éliminer les impuretés

et les amas cellulaires résiduels.

La densité des cellules dans la suspension est évaluée a 'aide d'un hématocytomeétre et ajustée a
108 cellules par ml par une dilution appropriée, pour finalement ensemencer chaque boite par
106 cellules. Les boites sont ensuite replacées dans I'ncubateur en conditions standard. La
croissance iitiale des neurones se fait ainsi en présence de sérum, qui ne sera utilisé que
pendant les premiéres 24 heures.

Le lendemain, le milieu de culture est intégralement remplacé par un milieu sans sérum enrichi
en hormones et microéléments (tableau ci-contre), lequel sera renouvelé tous les 3 ou 4 jours
jusqu'au stade désiré. Au cours du premier changement qui a lieu apres 24 heures de culture, le
milieu contient également des facteurs de croissance pour les 2 jours suivants (basic Fibroblast
Growth Factor ou bFGF a 2 ng/ml, et Epidermal Growth Factor ou EGF a 10 ng/ml). Ces
derniers stimulent la croissance et la multiplication des neurones les premiers jours de culture,

et améliorent leur survie a long terme en absence de sérum.

MESURE DE LA LLDH DANS LE MILIEU DE CULTURE

La présence de lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu de culture est liée au degré de
souffrance cellulaire, le neurone 1ésé libérant 'enzyme dans la mesure de la dégradation de sa
membrane cellulaire. L'activit¢é de la LDH, sans distinction des différentes formes
isoenzymatiques, est mesurée a l'aide d'un spectrophotometre (Spectronic 2000, Bausch et
Lomb) selon le protocole décrit par Amador et coll. (1963) et basé sur l'oxydation du lactate
en pyruvate et la mesure 4 340 nm de la réduction simultanée du NAD™ en NADH+H". La
quantification de l'enzyme a été validée a laide d'un sérum de contréle (Accutrol, Sigma

Diagnostics). Les valeurs sont rapportées en pourcentage de variation par rapport aux témoins.
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MESURE DU TRANSPORT SPECIFIQUE DU GLUCOSE

Le transport spécifique du glucose, reflet du métabolisme énergétique, est déterminé par la
mesure du prélévement spécifique de 2-désoxyglucose(PH), ou 2DG, par les cellules en
culture. Les boites sont rincées deux fois par 2 ml d'une solution Krebs-Ringer (NaCl 125 mM,
KCI 4,8 mM, MgSO02 1,2 mM, CaC12 1,3 mM, KH2PO4 1,2 mM) tamponnée par de 'HEPES
(pH 7,4), et les cellules sont préincubées pendant 15 mn a 37°C dans cette solution saline.
Apres élimination du milieu, les neurones sont ncubés dans 1,5 ml de la solution tampon
contenant 1 mM de 2DG(SH). Aprés 30 mn, les cultures sont rapidement lavées trois fois par 2
ml de tampon, puis séchées. Les neurones sont ensuite solubilisés dans 1 ml de NaOH 1N et
des échantillons (100 ul) sont prélevés pour le comptage de la radioactivité par scintillation
liquide (compteur Beckmann, modele LS 1801). Le prélevement non spécifique de 2DG par les
cellules en culture est estimé par incubation des neurones dans des conditions similaires en
présence d'un exces de D-glucose (100 mM). Dans nos conditions expérimentales, le transport
spécifique de 2DG(3H) a été établi 4 92-95% du transport total.
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Résumé:

Il est établi que le cerveau du nouveau-né résiste mieux a une privation en oxygene que celui de l'adulte.
Cependant, I'encéphalopathie hypoxique/ischémique demeure une cause majeure de morbidité périnatale. Les
événements conduisant a la mort retardée des neurones soumis 4 une privation d'oxygene ont été étudiés sur
l'animal entier dans des modeéles in vivo, mais les mécanismes impliqués demeurent hypothétiques. La
perturbation du métabolisme énergétique pendant 1'hypoxie/ischémie serait a l'origine d'une dérégulation des
fonctions cellulaires, aboutissant a la perte de I'homéostasie ionique, une surcharge cellulaire en calcium
précédant la mort neuronale retardée et une accumulation extracellulaire de glutamate. L'activation des
récepteurs des acides aminés excitateurs participerait a l'influx calcique et provoquerait I'activation de systémes
enzymatiques aux effets délétéres. Par ailleurs, des événements se produisant pendant la période de
réoxygenation pourraient également étre impliqués dans la survenue des dommages, avec en particulier une
production accrue de radicaux libres dérives de l'oxygéne.

Afin d'étudier les effets de I'hypoxie/réoxygénation au niveau cellulaire, il a été mis au point au laboratoire un
modele in vifro de neurones centraux de rat en culture. En vue de mesurer la production de ;,radicaux libres
dérivés de l'oxygene par les cellules, nous avons développé une méthode spectrophotométrique pour détecter et
quantifier le radical anion superoxyde dans le milieu de culture, en mesurant la réduction spécifique de I'acétyl-
cytochrome c. Cette technique a été appliquée a I'hypoxie pour montrer 1'évolution des taux de radicaux libres a
l'issue de I'hypoxie et au cours de la phase de réoxygénation, et pour analyser l'impact de I'hypoxie sur le
métabolisme énergétique et la production de radicaux libres en relation avec les conditions de réoxygenation.
Afin d'évaluer la possibilité d'un mécanisme excitotoxique de I'hypoxie, nous avons étudié l'expression des
récepteurs des acides aminés excitateurs par l'analyse de la liaison du glutamate et son déplacement par les
agonistes spécifiques des différentes classes de récepteurs du glutamate: NMDA, AMPA, kainate et
métabotropes. Nous avons ensuite analysé la sensibilité des neurones en culture au glutamate et a ses analogues
en relation avec le degre de maturité des cellules.

Ces travaux montrent que les neurones expriment les différentes classes de récepteurs du glutamate apres 6
jours en culture et que l'activation de ces recepteurs par le glutamate dépolarise les cellules. A ce stade,
I'hypoxie provoque une mort neuronale retardée corrélée a une production accrue du radical superoxyde et a
une altération du métabolisme énergetique, mais ne semble pas impliquer un mecanisme excitotoxique. En
effet, les neurones apres 6 jours en culture sont encore immatures et résistent a l'action de doses toxiques du
glutamate, alors qu'apres 13 jours le glutamate provoque une neurodégénérescence retardée principalement en
activant le récepteur NMDA. Ainsi, les effets déléteres de I'hypoxie pourraient étre meédiés par différents

mecanismes selon le degré de maturité du neurone.
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