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w .....,,,.1L, consiste en une réduction de l'apport d'oxygène du sang vers les tissus.

Dans un cadre clinique, elle survient essentiellement lors de l'asphyxie où une difficulté,

un arrêt de la respiration, se traduit par une privation en oxygène (anoxie) et une baisse de la

v ......L""...._ ........_ de dans sang (hypoxémie).

path e apparaissant généralement à 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

ue~;lgJler deux processus étroitement associés et produisant des effets s· .. en particulier

au niveau cérébral (fig.l). L'ischémie s'accompagne en outre d'une privation de glucose, tandis

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

2) L'hYIJoxie/ischémie périnatale

2.I.un cas particulier

li a établi depuis Ion emps que le cerveau du nouveau-né mieux à une en

que celui de l'adulte. Cette observation a confirmée par de .a..a.."-'LLL"-'JL __U_U

re(llUS~~es chez plusieurs espèces, une telle tolérance diminuant avec l'âge. Ainsi, par opposition

à l'adulte, l'e t d'une hypoxie sur l'homéostasie ionique neurones du

nOll]Ve~~n]··ne est en peu marqué, avec une période de latence relativement plus longue

avant que n'apparaissent premiers troubles (Haddad & Jiang,

e

sonten

cerveaux nOlI1Vf~~11··ne et adulte ..... "'·....'T'n........

à

ences entre

~ll\ir~ntj~~ (Volpe,

faible avec un taux rI·.........111C1n...·• .r"1'l

nn.:3nrkrt'\t31ntll étant 1JrC)lJ(llJl(~mlent seconClall~e à une

nerveuse encore ..I..LLI.JI...I..I..U ..............
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• 3.2.modèles in vitro

Des modèles expérimentaux in vitro ont été mis au point à partir de préparations tissulaires ou

de cellules dissociées puis mises en culture.

Permettant un meilleur contrôle des conditions expélimentales, ces techniques ont rendu

possible l'étude plus fine et plus poussée des mécanismes de la mort neuronale consécutive à

une agression hypoxique/ischémique. Deux types principaux de modèles in vitro peuvent être

distingués, les coupes de cerveau et les cultures cellulaires.

3.2. 1.coupes de celveau

Des tranches de celveau sont maintenues en survie dans mIe chambre d'immersion et peuvent

être soumises soit à une hypoxie seule, par modification de la composition gazeuse de

l'atmosphère d'incubation, soit à la combinaison d'une hypoxie et d'une aglycémie en

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

Ce modèle est très adapté pour la caractérisation de l'activité électrique des neurones en

réponse à une hypoxielischémie puis au cours de la phase de réoxygénation car l'organisation

des réseaux neuronaux est conservée (Takata & Okada, 1995; Rice et al, 1981). il est aussi

utilisé pour des études biochimiques et morphologiques à comi terme (Paschen & Djmicic,

1995), mais demeure de pratique moins aisée que les cultures de cellules du fait de

l'hétérogénéité des populations cellulaires subsistant dans les coupes de celveau.

3.2.2.cultures cellulaires

Les cellules du système nerveux central de mammifère peuvent être cultivées par dissociation

de types cellulaires embryonnaires peu différenciés. Les cultures ainsi réalisées sont dites

primaires, une seule population de cellules ne selvant qu'une fois pour une durée limitée et ne

pouvant pas être repiquée du fait de la différenciation des types neuronaux. Selon les

conditions de culture, elles compOlient un seul type cellulaire, neuronal ou glial (culture pure),

ou une combinaison des deux (culture mixte). Dans le second cas, de même que pour les

coupes de celveau, il est impossible d'attribuer tel ou tel mécanisme à un phénotype paliiculier.

Cependant, bien qu'il soit admis que les cellules gliales en co-culture avec les neurones

protègent ces derniers des conséquences délétères de divers types d'agression, il a également

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

15
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sources DO~SSllJ~leS

_.a.__ "'..... "...,............. vers
ectrons

sont

ailleurs, l'au ntation du calcium libre cytosolique pendant l'hypoxie active

oxy ses intracellulaires au nombre desquelles la xanthine oxydase, considérée comme

source majeure anions superoxydes dans les lésions tissulaires post-ischémiques.

cette est initialement sous forme de xanthine déshydrogénase, forme sous laquelle

ne possède pas le pouvoir de transfert d'électrons au niveau de la molécule d'oxygène et est

donc incapable de former des radicaux libres dans le tissu sain. Dans une cellule en état

stress hypoxique, suite à l'accumulation du calcium cytosolique et sous l'effet d'une protéase,

l'enzyme déshydrogénase est rapidement transformée en oxydase. La xanthine oxydase ainsi

formée va oxyder l'hypoxanthine accumulée au niveau cytosolique sous l'effet de l'anoxie­

ISC.nelme et produire des radicaux libres oxydants

J.l.lésions cellulaires produites par les radicaux libres lors de l'hypoxie

1.peroxydation des lipides membranaires

L'interaction des espèces réactives dérivées de l'oxygène avec les acides gras polyinsaturés des

Il'lIIA1i"'l''''l'''Jol'l induit radicaux et CI'J1VCllfO.l1nO'De]?OXlC1e~s"l

operoxydation étant par aeurs auto-entretenue par l'effet des radicaux peroxy

lipides sur ces mêmes · ides. La propagation de ces réactions provoque une altération

structure et de la perméabilité membranaires. De plus, la disparition des acides insaturés

diminue la fluidité de la bicouche lipidique.

mesures directes dans le cerveau de rat soumis au cycle lsc.nelme~ ..re'1Je:rtuSl0fn ont

~"""~~"'... _ l'apparition produits de la lipo.peroxydation en -a..a._..L.v....,-a..a. avec la

~·a]~an(lOIJlO et

~~'i4-.......... ra';lQ.C)Se cellulaire en conditions hypoxiques provoque la dissociation du ses

~"'''''!~V''''''''' ' ......._ ..L ..... ..L"'..~_Oj transferrine), la de libre aux ~"'-l"~""'I,.la,u.-f~

à la propagation de la lipoperoxydation (Siesjô et al, 1985).
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Résumé:

Il est établi que le cerveau du nouveau-né résiste mieux à une privation en oxygène que celui de l'adulte.

Cependant, l'encéphalopathie hypoxique/ischémique demeure une cause majeure de morbidité périnatale. Les

évènements conduisant à la mort retardée des neurones soumis à une privation d'oxygène ont été étudiés sur

l'animal entier dans des modèles in vivo, mais les mécanismes impliqués demeurent hypothétiques. La

perturbation du métabolisme énergétique pendant l'hypoxie/ischémie serait à l'origine d'une dérégulation des

fonctions cellulaires, aboutissant à la perte 'de l'homéostasie ionique, une surcharge cellulaire en calcium

précédant la mort neuron5Ùe retardée et une accumulation extracellulaire de glutamate. L'activation des

récepteurs des acides anlinés excitateurs participerait à l'influx calcique et provoquerait l'activation de systèmes

enzymatiques aux effets délétères. Par ailleurs, des évènements se produisant pendant la période de

réoxygénation pourraient également être impliqués dans la survenue des dommages, avec en particulier une

production accrue de radicaux libres dérivés de l'oxygène.

Afin d'étudier les effets de l'hypoxie/réoxygénation au niveau cellulaire, il a été mis au point au laboratoire un

modèle in vitro de neurones centraux de rat en culture. En vue de mesurer la production de radicaux libres

dérivés de l'oxygène 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 l'acétyl­

cytochrome c. Cette technique a été appliquée à l'hypoxie pour montrer l'évolution des taux de radicaux libres à

l'issue de l'hypoxie et au cours de la phase de réoxygénation, et pour analyser l'impact de l'hypoxie sur le

métabolisme énergétique et la production de radicaux libres en relation avec les conditions de réoxygénation.

Afin d'évaluer la possibilité d'un mécanisme excitotoxique de l'hypoxie, nous avons étudié l'expression des

récepteurs des acides anlinés 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, kaïnate et

métabotropes. Nous avons ensuite analysé la sensibilité des neurones en culture au glutamate et à ses analogues

en relation avec le degré de maturité des cellules.

Ces travaux montrent que les neurones expriment les différentes classes de récepteurs du glutamate après 6

jours en culture et que l'activation de ces récepteurs par le glutamate dépolarise les cellules. A ·ce stade,

l'hypoxie provoque une mort neuronale retardée corrélée à une production accrue du radical superoxyde et à

une altération du métabolisme énergétique, mais ne semble pas impliquer un mécanisme excitotoxique. En

effet, les neurones après 6 jours en culture sont encore immatures et résistent à l'action de doses toxiques du

glutamate, alors qu'après 13 jours le glutamate provoque une neurodégénérescence retardée principalement en

activant le récepteur NMDA. Ainsi, les effets délétères de l'hypoxie pourraient être médiés par différents

mécanismes selon le degré de maturité du neurone.
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