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L'encéphalopathie hypoxique-ischémique demeure une cause majeure de morbidité

périnatale. Elle est caractérisée cliniquement par une diversité de déficits neurologiques qui

dépendent des caractéristiques de l'agression ischémique, du moment de sa survenue et de la

région cérébrale concernée.

Classiquement, les modèles d'étude in vivo d'une hypoxie-ischémie reposent sur des

adaptations du modèle de Levine qui consistent à ligaturer une artère carotide commune puis

à placer l'animal en hypoxie. L'aspect chirurgical dans ce type de technique implique que

l'étude de l'hypoxie périnatale ne peut être abordée chez le rat qu'à l'âge de 7 à 10 jours.

Nous avons choisi, pour notre part, de focaliser nos travaux sur les conséquences d'une

hypoxie-réoxygénation à un stade plus précoce où la plasticité cérébrale est optimale. Pour

cela, une hypoxie transitoire sévère a été réalisée en plaçant des animaux âgés de 1 jour dans

une chambre à hypoxie où circule 100% d'azote.

Après une introduction qui rappelle succinctement quelques notions de la pathogenèse de

l'hypoxie-ischémie ainsi que les mécanismes cellulaires impliqués, nous évoquerons

d'éventuelles stratégies de neuroprotection, encore actuellement à l'étude. Outre le caractère

délétère d'une hypoxie cérébrale, l'incidence d'une encéphalopathie hypoxique-ischémique

chez le nouveau-né est encore plus élevée chez les enfants présentant un ictère nucléaire que

chez les enfants sains. Or, l'hyperbilirubinémie est une pathologie fréquente en période

néonatale, du fait de l'immaturité des fonctions du système hépatique dans le métabolisme de

la bilirubine à la naissance. La gravité de la situation s'accroît lorsque ces deux agressions

sont concommittantes, l'hypoxie-ischémie étant considérée comme un facteur de risque de

développer un ictère nucléaire, aux conséquences cérébrales graves. Un rappel des

caractéristiques de l'hyperbilirubinémie sera donc réalisé. Enfin, compte tenu de l'immaturité

du cerveau à la naissance, nous nous intéresserons au rôle du glutamate, connu pour participer

à la fois à la croissance et la maturation du SNC, ainsi qu'aux dommages causés par

l'hypoxie-ischémie.
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Le travail scientifique réalisé repose principalement sur l'évaluation des conséquences

anatomiques et fonctionnelles d'une hypoxie transitoire chez le raton nouveau-né. Après la

description du modèle utilisé et la mise en évidence des caractéristiques des lésions cérébrales

observées, les propriétés de la mort cellulaire associée seront évaluées.

Dans l'idée de réduire, voire prévenir, les effets délétères de l'hypoxie, nous testerons ensuite

différentes stratégies de neuroprotection, à savoir une hypothermie, un conditionnement et un

traitement par un antagoniste des récepteurs NMDA du glutamate, le MK801.

Les conséquences lésionnelles d'un épisode hypoxique-ischémique périnatal, ainsi que leur

manifestations cliniques varient en fonction de l'état maturationnel du système nerveux

central. De ce fait, nous tenterons de comparer les effets d'une hypoxie transitoire chez le rat

de 1 jour avec ceux d'une hypoxie réalisée chez l'animal de 7 jours. Par ailleurs, dans ce

second modèle, un traitement par le MK801 sera également testé afin d'évaluer l'influence de

la maturation cérébrale sur la participation de l'excitotoxicité liée au glutamate dans les

dormnages hypoxiques.

Afin d'évaluer le caractère aggravant d'une association de l'hypoxie avec une

hyperbilirubinémie, une tentative a été entreprise pour reproduire, dans le modèle in vivo du

rat nouveau-né, un ictère nucléaire par injection intrapéritonéale de bilirubine. Cette

expérience in vivo, ayant provoquée des difficultés d'interprétation, elle a été prolongée par

une étude in vitro sur culture de neurones d'embryons de rats de 14 jours, étude qui vient

clôturer le travail de recherche présenté dans ce mémoire.
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1) HYPOXIE-ISCHEMIE PERINATALE

A) DEFINITIONS

Le terme "hypoxie" vient du grec hupo qui signifie sous et de oxus; oxygène. Il caractérise

une diminution de la quantité d'oxygène distribuée aux tissus par le sang et par unité de

temps.

Lorsque l'apport d'oxygène devient nul, on parle d'anoxie du grec a-privatif et oxus;

oxygène.

Le terme "ischémie" vient du grec iskhein qui signifie arrêter et de haïma; sang. Il qualifie la

diminution de la quantité de sang perfusé à un organe.

Le terme d'asphyxie vient du grec a-privatif et de sphuzô qui signifie je bats. Il représente la

difficulté ou l'arrêt de la respiration.

B) PHYSIOPATHOLOGIE DE L 'HypaXIE-ISCHEMIE

En dépit des progrès de l'obstétrique et de la néonatologie, la fréquence de survenue d'une

asphyxie périnatale reste évaluée à 2-3%0 des nouveau-nés à terme, dont les % en meurent ou

développent un handicap (Saliba et Henriot, 2000).

Du fait des performances actuelles de la réanimation, le problème ne se pose pas tant en terme

de pronostic vital que de qualité de survie.

L'agression hypoxique affecte de nombreux organes chez le nouveau-né à terme, dont les

systèmes cardiaque, pulmonaire, rénal hématologique et le système nerveux central. Les effets

de 1'hypoxie ont surtout été étudiés sur le système nerveux central dont les perturbations qui

en résultent entraînent des anomalies du tonus, l'apparition de convulsions, une altération des

réflexes, aînsi que divers troubles végétatifs (Hill, 1991 ; Carter 1993). Les séquelles peuvent

revêtir l'aspect de retards psycho-moteurs, de paralysies, ou encore de troubles sensoriels...
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1) VULNERABILITE CEREBRALE

1.1) SELON L'AGE

Il est établi depuis longtemps que l'animal immature tolère mieux l'hypoxie que l'adulte et

que le fœtus est plus résistant que le nouveau-né (Fazekas et al., 1941 ; Towfighi et al., 1991 ;

Duffy et Vannucci, 1997; Maulik et al., 1999). Les manifestations neuropathologiques de

l'encéphalopathie hypoxique/ischémique, en particulier la sévérité des lésions, varient avec

l'âge. Ainsi, les lésions présentes au niveau du cortex et du thalamus sont plus importantes

chez les rats âgés de 24 à 26 mois que chez les jeunes rats de 3 à 4 mois (Canese et al., 1998).

La tolérance relative des jeunes animaux a été attribuée à leur faible métabolisme énergétique

qui, en plus du glucose, utilise les composés cétoniques contrairement à l'adulte. Alors que

chez l'adulte l'accumulation de lactate et l'acidose sont deux éléments critiques dans le

devenir neurologique suite à une ischémie, chez le jeune animal, le rôle de l'acidose dans le

développement des lésions tissulaires ne semble pas être aussi clair. Néanmoins, une asphyxie

réalisée chez le fœtus au dernier jour de gestation provoque également une diminution du pll,

et une augmentation des taux de lactate cérébral (Engidawork et al., 1997).

Au cours du développement, et contrairement à l'adulte, les corps cétoniques sont impliqués,

en plus du glucose, dans le métabolisme énergétique cérébral (Nehlig et Pereira de

Vasconcelos, 1993 ; Vannucci et Vannucci, 2000). Le transport des composés cétoniques vers

les neurones est favorisé par une cétonémie élevée induite par l'ingestion de corps gras

présents dans le lait maternel. Par ailleurs, l'activité élevée de la B-hydroxybutyrate

déshydrogénase dans le cerveau en développement augmente sa capacité à métaboliser les

corps cétoniques (Bilger et Nehlig, 1992), tandis que l'immaturité des transporteurs de

glucose limite l'apport de celui-ci au cerveau (Vannucci, 1994).

De plus, le cerveau immature possède la capacité de métaboliser le lactate grâce à une activité

importante de la lactate déshydrogénase (Nehlig, 1993). Cette propriété empêche d'une part

l'accumulation d'acide lactique à un niveau toxique et d'autre part fournit une source

d'énergie alternative au glucose. Par ailleurs, la production tissulaire excessive d'acide

lactique observée dans des conditions hypoxiques-ischémiques chez le rat immature

n'aggrave pas les lésions cérébrales (Vannucci et Vannucci, 1994).
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1.2) SELON LE TYPE CELLULAIRE

Face à l'hypoxie-ischémie les cellules gliales sont moins sensibles que les neurones, les plus

sensibles correspondant aux cellules pyramidales de l'hippocampe (Mitani et Kataoka, 1991)

et à certains neurones du striatum (Obrenovitch et al., 1993) ou du cortex cérébral (Shimada

et al., 1993).

Ce sont néanmoins les cellules endothéliales des capillaires sanguins qui sont les plus

résistantes face à ce type d'agression (Pulsinelli et al., 1979; Sochocka et al., 1994).

1.3) SELON LA REGION CEREBRALE

Chez le nouveau-né à terme, les zones sélectivement vulnérables sont le cortex, le

diencéphale, les noyaux gris centraux, le cervelet, les pédoncules, la protubérance, le bulbe

rachidien. Dans toutes ces structures, l'atteinte frappe prioritairement la substance grise, ce

qui oppose les lésions cérébrales du nouveau-né à terme à cells du prématuré qui touchent

majoritairement la substance blanche périventriculaire (Volpe, 1995).

Il est généralement considéré que la région CAl de l'hippocampe est la plus vulnérable alors

que l'aire CA3 et le gyrus dentelé seraient beaucoup plus résistants. Le secteur CA2 n'est pas

affecté lors d'une ischémie de courte durée mais, lors d'une agression plus longue, les

dommages dans ce secteur peuvent précéder ceux de l'aire CAl (Akai et al., 1993). Toutefois,

Nawashiro et al. (1995) ont rapporté qu'une hypoxie-ischémie chez le rat n'engendrait aucune

lésion dans CAl et CA2 contrairement à CA3.
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2) CAUSES PRINCIPALES DE L'ENCEPHALOPATHIE

HYPOXIQUE-ISCHEMIQUE

La cause principale est un déficit dans l'approvisionnement cérébral en oxygène qui peut avoir

diverses origines. A titre d'exemples, on peut citer

- l'asphyxie intra-utérine,

- une hypertension artérielle pulmonaire persistante,

- une insuffisance cardiaque ou une malformation cyanogène,

- une insuffisance respiratoire.

L'encéphalopathie survient dans 90% des cas avant ou pendant l'accouchement. Beaucoup

plus rarement, la souffrance cérébrale est postnatale. Dans ce cas, d'autres causes spécifiques

(infectieuses, métaboliques, traumatiques) dominent (Bompard et al., 1987).

Dans la plupart de ces encéphalopathies, au cours de la période périnatale, l'hypoxie associée

ou non à l'ischémie est la résultante d'une asphyxie qui conduit à des désordres biochimiques

et métaboliques.

3) MANIFESTATIONS PATHOLOGIQUES SELON VOLPE

Volpe (1995) classe les manifestations de l'encéphalopathie hypoxique-ischémique en 5

groupes distincts.

La nécrose neuronale sélective est la lésion la plus communément observée. Les zones les

plus vulnérables à cette nécrose sont généralement l'hippocampe, le néocortex et les noyaux

de la base.

Le status marmoratus, dont la fréquence de survenue est faible, est principalement rencontré

chez les nouveau-nés à terme. Elle implique la mort des neurones glutamatergiques des

noyaux de la base.
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La lésion cérébrale parasagittale est la principale lésion ischémique du nouveau-né à terme,

avec près de 40% des atteintes; c'est aussi la plus sévère. Elle implique la mort des neurones

du cortex cérébral et la destruction de la substance blanche sous-corticale.

La leucomalacie périventriculaire touche principalement le prématuré et dans une moindre

mesure le nouveau-né à terme présentant des troubles de la fonction respiratoire. L'atteinte de

la substance blanche adjacente aux ventricules latéraux est responsable de 20 % des décès des

prématurés (Larroche, 1991).

La nécrose cérébrale ischémique (multi-) focale se caractérise par une dégénérescence

neuronale dont la distribution est dépendante de la localisation d'une anomalie de la

vascularisation, ce qui rend difficile son diagnostic.

C) CARACTERISTIQUES BIOCHIMIQUES

DE L 'HYPOXIE- ISCHEMIE

1) MODELISATION DE L'HYPOXIE-ISCHEMIE

L'hypoxie-ischémie périnatale a été étudiée dans un premier temps sur des animaux entiers.

Toutefois, afin de contourner les problèmes inhérents à la complexité du cerveau in situ, des

modèles in vitro ont été progressivement développés.

1.1) MODELES IN VIVO

Le rat et la gerbille sont les deux espèces les plus couramment utilisées pour l'étude de

l'hypoxie-ischémie. Le rat est un modèle de choix pour l'étude du développement cérébral

(Romijn et al., 1991) car le rat et l'homme naissent tous deux avec un cerveau dont la

maturation est essentiellement postnatale (Dobbing et Sand, 1973).
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La maturation du cerveau d'un nouveau-né humain à terme serait comparable à celle d'un

cerveau de rat entre 8 et 13 jours (Romijn et al., 1991). On peut considérer qu'entre la

naissance et la première semaine postnatale, le cerveau d'un jeune rat a atteint un degré de

maturation proche de celui d'un fœtus humain dans le troisième trimestre de gestation

(Dobbing, 1974).

Au niveau du cerveau, deux grands types d'ischémie peuvent être réalisés: une ischémie

cérébrale complète, définie par l'absence de débit sanguin cérébral ou une ischémie

incomplète dont les effets pourront être réversibles ou non selon l'importance de l'ischémie.

L'ischémie globale complète affecte la totalité du cerveau; elle peut être obtenue par arrêt

cardiaque (Safar et al., 1976), par occlusion vasculaire après clampages multiples et

hypotension (Kagstrëm et al., 1983) ou par l'utilisation de ballonets gonflables (Jackson et

Dole, 1979). L'ischémie globale peut être incomplète et nécessite alors un clampage

bicarotidien (Levine et Payan, 1966) associé ou non à une hypotension (Smith et al., 1984) ou

une cautérisation du tronc basilaire (Kameyama et al., 1985). L'ischémie focale est le plus

fréquemment produite par occlusion de l'artère cérébrale moyenne (Molinari, 1970 ; Tamura

et al., 1981). Enfin, l'ischémie multifocale est obtenue par injection intra-carotidienne de

particules solides (Bralet et al., 1979) ou d'agents agrégants plaquettaires (Watson et al.,

1985).

Pour l'étude des conséquences d'une hypoxie-ischémie néonatale, il existe des modèles

fœtaux où l'hypoxie est réalisée in utéro. Les animaux en gestation sont placés dans une

chambre isobare où l'atmosphère est appauvrie en oxygène (Vierck et Meier, 1963). Une autre

méthode consiste à ligaturer les vaisseaux ombilicaux du foetus (Wigglesworth, 1964).

L'hypoxie-ischémie peut également être effectuée sur les animaux après leur naissance. Dans

le cas d'une hypoxie seule, on placera les animaux en chambre où l'atmosphère est contrôlée

(Maulik et al., 1999). L'ischémie sera réalisée par ligature d'une artère carotide et l'hypoxie

ischémie sera obtenue par combinaison des deux techniques.

Enfin, il est possible de reproduire les effets d contrairement à l'adulte d'une hypoxie-ischémie

par l'injection de substances neurotoxiques, comme l'ibotenate (Marret et al., 1995).

La complexité du cerveau rend difficilement compréhensible les observations inhérentes à

l'hypoxie-ischémie, notamment par le fait du grand nombre de phénotypes cellulaires. De

plus, l'influence des mécanismes adaptatifs périphériques et centraux est difficile à évaluer.
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1.2) MODELES IN VITRO

Une agression hypoxique peut être obtenue in vitro sur des tranches de cerveau ou sur des

cultures cellulaires.

a) Tranches de cerveau

Des tranches de cerveau sont placées dans une chambre d'immersion dans laquelle

l'atmosphère gazeuse et le liquide de perfusion peuvent être contrôlés. L'hypoxie sera réalisée

en appauvrissant l'atmosphère en oxygène et l'ischémie en supprimant le glucose du liquide de

perfusion (Mitani et al., 1994 et 1995).

Cette technique est fréquemment utilisée pour l'étude de l'activité électrique des neurones.

Elle a l'avantage de conserver l'organisation des réseaux neuronaux et permet des études

morphologiques.

b) Cultures cellulaires

Les cellules du SNC peuvent être cultivées en culture primaire monophénotypique (neurones

ou cellules gliales). Elles ne contiennent, en principe, qu'une seule population de cellules;

leur durée de vie est limitée et elles ne peuvent servir qu'une seule fois car la différenciation

des neurones ne permet pas de repiquage. Il est aussi possible de réaliser des cultures mixtes

combinant, par exemple, neurones et astrocytes. Dans ce cas, il est impossible d'attribuer un

mécanisme particulier à un phénotype donné.

Enfin, il est possible d'utiliser des lignées de cellules immortalisées, d'origine tumorale

(neuroblastomes), comme les cellules PC12 de phéochromocytornes de rat (Froissard et

Duval, 1994). Néanmoins, ces lignées ne sont pas purement neuronales et n'ont pas les

propriétés des cellules du cerveau immature (Bottenstein et Sato, 1979 ; Bottenstein, 1985).
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Les cellules sont placées en conditions où elles peuvent survivre et se multiplier.

L'environnement cellulaire peut être modifié, notamment en appauvrissant en oxygène

l'atmosphère d'incubation ou en ajoutant au milieu un agent pharmacologique tel que le

cyanure ou l'iodoacétate (Uto et al., 1995).

La possibilité de contrôler et de modifier les paramètres expérimentaux dans les cultures de

cellules en font un outil de choix pour l'étude des mécanismes cellulaires et moléculaires de la

mort neuronale consécutive à diverses agressions. Néanmoins, la simplicité relative des

modèles de culture pose le problème de la réalité physiologique des phénomènes observés.

2) MECANISMES IMPLIQUES

2.1) MECANISMES PHYSIOLOGIQUES

En réponse à une hypoxie néonatale, on assiste à des modifications hémodynamiques. Il se

produit des vasoconstrictions des territoires « non nobles », tels que les territoires

splanchniques, rénaux ou encore pulmonaires; ce qui entraîne une épargne de la

consommation d'oxygène et une vasodilatation au profit des territoires comme le cœur ou le

cerveau (Cohn et al., 1974; Friedman et Kirkpatrick, 1977).

Il se produit également une vasodilatation artériolaire cérébrale en rapport avec l'hypercapnie

(Lassen, 1968), une hypertension artérielle systémique (Cohn et al., 1974; Lou et al., 1978)

puis, du fait de la perte de l'autorégulation vasculaire cérébrale, le débit sanguin cérébral

devient dépendant de la pression, générant les risques d' œdèmes et d'hémorragies cérébrales

pour des variations modérées de la pression artérielle. Secondairement apparaît une

hypotension artérielle cardiogénique, par asphyxie myocardique, avec une chute du débit

sanguin cérébral (Varmucci et Plum, 1975).
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2.2) MECANISMES CELLULAIRES ET

BIOCHIMIQUES

Parmi tous les organes, le cerveau est le plus gros consommateur d'énergie. Alors qu'il ne

représente que 12% du poids corporel, il consomme 70% du métabolisme basal chez le

nouveau-né contre 23% chez l'adulte.

La consommation cérébrale d'oxygène évolue selon une courbe en "S" au cours du

développement postnatal. Le taux de consommation est faible à la naissance puis augmente

rapidement pendant la période de croissance active du cerveau pour atteindre les valeurs

observées chez l'adulte (Fazekas et al., 1951). Le cerveau consomme du glucose mais le

nouveau-né a aussi la possibilité d'utiliser les corps cétoniques, comme nous l'avons évoqué

précédemment.

En condition physiologique, l'énergie foumie par l'oxydation du glucose en CO2 et H20 sert à

la synthèse d'ATP à raison de 38 moles d'ATP pour une mole de glucose. Lors d'une hypoxie,

la faible quantité d'oxygène disponible ne peut satisfaire le métabolisme aérobie du glucose.

La glycolyse anaérobie va donc prendre le relais avec une production d'ATP 15 fois

inférieure. Il va en découler une accumulation de lactate, responsable d'acidose, ainsi que des

altérations mitochondriales (Vannucci, 1990; Mitani et al., 1994). La diminution de pH due à

l'acidose lactique, couplée au déficit en ATP (Seidt et al., 2000), va provoquer une

dépolarisation membranaire à l'origine d'une perte de l'homéostasie ionique (Haddad et Jiang,

1993). On assiste à un déséquilibre de la répartition ionique, avec notamment une entrée de

calcium et de sodium dans la cellule et une sortie de potassium et de chlore (Spector, 1962).

Outre la perte de l'homéostasie ionique, la dépolarisation membranaire agit au niveau

présynaptique en modifiant la libération des neurotransmetteurs. En particulier, la libération

de glutamate est stimulée et engendre une suractivation des récepteurs au glutamate,

notamment ceux couplés aux canaux calciques, ce qui a pour effet d'accentuer l'influx de

calcium et d'entretenir la libération du glutamate. L'acidose a aussi une action directe de

dénaturation des protéines membranaires ou cytosoliques.
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a) Role du calcium intracellulaire

Dans une cellule au repos, le calcium est présent en faible concentration; il est stocké dans le

réticulum endoplasmique, les mitochondries et le noyau.

L'augmentation intracellulaire du calcium occupe une place prépondérante dans les

mécanismes reconnus à l'origine de la dégénérescence des neurones (Siesjô, 1981 ; Orrenius

et Nicotera, 1994). D'ailleurs, les territoires les moins vulnérables à I'hypoxie-ischémie sont

connus pour être les moins exposés à l'augmentation de calcium. Ainsi, l'accumulation de

calcium est plus importante dans la région CAl que la région CA3 ou le gyrus dentelé

(Rodriguez et al., 2001 ; Kubo et al., 2001). Associé à cela, il semblerait que les zones les

moins vulnérables synthétisent de façon plus importante les protéines de liaison du calcium,

comme la calmoduline, entraînant une diminution de la concentration intracellulaire de

calcium (Abe et Kogure, 1993).

L'augmentation du calcium intracellulaire va entraîner l'activation de systèmes enzymatiques

aux propriétés autolytiques pour la cellule (Mitani et al., 1995), engendrant notamment des

processus de lipolyse, protéolyse, des phosphorylations protéiques, participant à la

désagrégation de l'architecture cellulaire. L'activation de certaines voies de signalisation va

provoquer une libération secondaire de calcium à partir du réticulum endoplasmique, des

mitochondries oudu noyau (Dubinsky et Rothman, 1991). La surcharge en calcium

interviendrait dans l'activation de programmes génétiques précoces, directement impliqués

dans la détermination du devenir neuronal (Munell et al., 1994 ; Beilharz et al., 1995).

b) Implication des acides aminés excitateurs

Une hypoxie-ischémie provoque une libération accrue de glutamate en relation avec

l'augmentation de la concentration intracellulaire en calcium (Wahl et al., 1994). De plus,

l'épuisement des réserves énergétiques engendre une réduction de la recapture et du

métabolisme des neurotransmetteurs (Wahl et al., 1991). Le glutamate en excès va alors

activer différents récepteurs, à l'origine du processus d'excitotoxicité qui sera détaillé dans le

chapitre III.
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Par exemple, l'activation des récepteurs NMDA, couplés à des canaux calciques va entraîner

un influx excessif d'ions Ca2+ dans le milieu intracellulaire (Moby et Mc Donald, 1995),

responsable de l'activation de divers systèmes de seconds messagers capables de mobiliser les

réserves calciques de la cellule mais aussi de stimuler des enzymes auto1ytiques pour les

neurones. L'activation des récepteurs non-NMDA engendrera l'ouverture de canaux sodiques,

responsable de la dépolarisation des neurones, favorisant ainsi l'ouverture des canaux

calciques, associés aux récepteurs NMDA (Wahl et al., 1991 ; Mitani et al., 1994, 1995).

Par ailleurs, l'activation de certains récepteurs métabotropes du glutamate engendre

l'activation de la phospholipase C qui provoque la production d'inositol triphosphate (IP3) et

de diacylglycéro1 (DAG) (Hirose et Chan, 1993). L'IP3 contribue à une élévation

supplémentaire du taux de calcium intracellulaire par mobilisation des réserves, alors que le

DAG active la protéine kinase C (PKC), stimulant ainsi la phospholipase A2, génératrice

d'acide arachidonique. L'acide arachidonique favorise la formation de radicaux libres

oxygénés (Reynolds et Hastings, 1995).

c) Implication des radicaux libres

Mc Cord (1985) a montré que les radicaux libres oxygénés étaient impliqués dans l'apparition

de lésions associées à la reperfusion post-ischémique. Les altérations fonctionnelles,

notannnent au niveau des systèmes des cytochromes n'étant pas immédiatement dissipées au

premier instant de réoxygénation, l'oxygène ne peut être réduit que progressivement,

entraînant la formation de radicaux oxygénés toxiques. Il a été montré que ces radicaux

occupent une place importante dans les mécanismes participant au processus de mort

neuronale par apoptose, notannnent à la suite d'une hypoxie cérébrale (Bagenholm et al.,

1997).

L'augmentation du calcium intracellulaire va permettre d'activer la xanthine oxydase,

génératrice d'anions superoxide, eux-mêmes inactivateurs de la NADH-déshydrogénase, de la

NADH-oxydase et de l'ATPase (Zhang et al., 1990), et qui sont à l'origine de la formation

d'autres radicaux.

26



La surcharge calcique va également provoquer la formation de monoxyde d'azote (NO), un

neurotoxique interférant avec le transport des électrons dans le processus de phosphorylation

oxydative ainsi qu'avec la synthèse de l'acide désoxyribonucléique (Cacciuttolo et al., 1993).

Les radicaux altèrent protéines et enzymes, responsables d'une désintégration de la

cytoarchitecture de la cellule (Johnston, 1993). Ils ont également une action dénaturante sur

l'ADN (Haddad et Jiang, 1993).

3) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

CONSECUTIVE AL'HYPOXIE-ISCHEMIE

3.1) GENERALITES

Il existe deux grands types de mort cellulaire correspondant à la nécrose et l'apoptose qui se

différencient d'un point de vue temporel, morphologique et pharmacologique. Ces deux types

de mort cellulaire peuvent se produire simultanément dans des cultures de cellules exposées à

une hypoxie-ischémie suivie d'une réoxygénation (Kata et al., 1997).

Il a fréquemment été rapporté que l'intensité des stimuli était déterminante dans le choix entre

nécrose et apoptose (Kerr et al., 1972 ; Bonfoco et al., 1995). La nécrose prédominerait dans

les stress les plus sévères alors que l'apoptose serait induite par des agressions plus modérées

(Stroemer et Rothwell, 1998).

3.2) NECROSE

La nécrose est une mort cellulaire accidentelle et brutale. C'est un processus rapide qui ne

requiert pas la participation active de la cellule. Elle se caractérise morphologiquement par

une dilatation du réticulum endoplasmique puis, après augmentation du volume mitochondrial

et gonflement de la cellule à la suite d'une entrée massive d'eau, on assiste à une rupture de la

membrane. Le contenu de la cellule va alors être libéré dans le milieu extracellulaire où il va

provoquer une réaction inflammatoire (Hakim, 1999). Cette destruction cellulaire est

généralement suivie d'une cicatrisation fibreuse (Kerr et Harmon, 1991).
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Dans le cadre de la nécrose, l'ADN nucléaire va être dégradé de manière aléatoire (Bicknell et

Cohen, 1995 ; Dong et al., 1997) par des endonucléases activées notamment par des sérines

protéases (Dong et al., 1997). Les fragments ainsi générés sont dépourvus d'extrémité 3'

sortante.

3.3) APOPTOSE OUMORT CELLULAIRE

PROGRAMMEE

a) Caractéristiques

La notion d'apoptose a été introduite en 1972 par Kerr et coll. pour désigner une forme de

mort cellulaire différente de la nécrose, tant d'un point de vue morphologique que

biochimique. Le terme "apoptose" fait référence à la chute programmée des feuilles à

l'automne.

La mort cellulaire programmée fait partie intégrante de la physiologie d'un organisme. A la

suite des nombreuses mitoses et différenciations cellulaires qui permettront de créer un

individu à partir d'un œuf, il est nécessaire d'éliminer les cellules superflues ou

potentiellement dangereuses (Gould et Mc Ewen, 1993 ; Vaux et Korsmeyer, 1999). Ainsi, au

cours du développement cérébral, un grand nombre de neurones meurent pendant la période

où s'établissent les contacts cellulaires.

En fait, il semblerait que tous les neurones soient potentiellement destinés à mourir. Seul

l'établissement de contacts cellulaires adéquates empêche la mise en route du programme de

mort d'un neurone, via un signal de survie produit par la cellule cible. Ce processus permet

l'élimination des neurones impliqués dans des circuits peu performants ou aberrants

(Oppenheim, 1991 ; Ameisen, 1996).
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L'apoptose se définit comme une mort cellulaire génétiquement programmée, dans laquelle la

cellule prend part activement à son propre suicide. La première caractéristique

morphologiquement visible est la perte de contact de la cellule avec son environnement. L'un

des points caractéristiques de l'apoptose est l'importante condensation à la fois du noyau et du

cytoplasme ce qui induit une diminution significative du volume cellulaire.

Par la suite, la membrane plasmique va bourgeonner, sans être altérée, pour finalement

conduire à la formation de corps apoptotiques renfermant une partie du cytoplasme de la

cellule. L'élimination de ces fragments résiduels est obtenue par phagocytose par les cellules

voisines et les macrophages.

b) Mécanismes moléculaires de l'apoptose

bl) Signaux

Une grande variété de composés ou de conditions expérimentales a été utilisée pour induire

l'apoptose dans les cellules du système nerveux central. L'étape d'activation nécessite une

stimulation telle que la privation en facteurs neurotrophiques, en sérum (Yu et al., 1997), ou

encore la privation en insuline (Tanaka et al., 1995). On compte également parmi les

inducteurs d'apoptose, les neurotoxiques, particulièrement les AAE et la dopamine. Ainsi, le

glutamate, le NMDA et l'acide Kaïnique peuvent provoquer l'apoptose (Bar-Peled et al., 1996

; Tenneti et al., 1998). Certains peptides et protéines contribuent aussi à la dégénérescence

apoptotique. Ainsi le peptide B-amyloïde peut activer la voie apoptotique dans des cultures de

neurones corticaux (Imaizumi et al., 1999).

Comme nous l'avons suggéré précédemment, la survie des neurones semble être régulée par

l'influence combinée des afférences synaptiques et de leurs supports trophiques dérivés des

cellules cibles (Linden, 1994). Par exemple, des cytokines telles que CNTF (ciliary

neurotrophic factor) ou CDF (cholinergie differentiation factor) peuvent se lier à un récepteur

type tyrosine-kinase (p14ütrk) et induire la différenciation et la survie cellulaire ou à des

récepteurs type neurotrophine (p75NTR) pour induire dans ce casl'apoptose (Han et al., 2000).
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h2) Seconds messagers: le calcium

Il est évident que la concentration intracellulaire de calcium joue un rôle crucial dans

l'apoptose, en concourant à l'activation de programmes génétiques précoces (Limbrick Jr et

al., 1995). Par exemple, le calcium est nécessaire à l'activation d'endonucléases responsables

des dégâts nucléaires, notamment de l' endonucléase Ca2+ /Mg2
+ dépendante, qui dégrade

l'ADN double brin (Arends et al., 1990). Des taux élevés de calcium cytosolique induisent

aussi l'activation d'enzymes Ca2
+ dépendantes telles les transglutaminases et les calpaïnes

(Ostwald et al., 1993). Au niveau de l'organisation cellulaire, une concentration élevée de

calcium engendre l'activation d'enzymes responsables de l'altération des protéines du

cytosquelette de la cellule.

h3) Voies d'induction de l'apoptose

La mitochondrie semble être impliquée à différents niveaux dans r exécution et le contrôle de

l'apoptose. En effet, elle intervient en tant qu'initiatrice de l' apoptose par la perte du potentiel

de membrane rnitochondrial, l'induction de la transition de perméabilité et la déplétion en

ATP (Cassarino et al., 1999). Pendant l'apoptose, on assiste à une modification de la

perméabilité des 2 membranes, ayant pour conséquences l'ouverture des pores de transition de

perméabilité et la libération de diverses molécules comme le cytochrome c, les caspases ou

encore le facteur ArF (Apoptosis inducing factor) (fig 1). Cette libération est modulée par des

protéines pro- ou anti-apoptotiques de la famille Bcl-2. Une fois le cytochrome c libéré dans

le cytoplasme, il peut interagir avec la protéine Apaf-l (Apoptosis Activating Factor) (Wang

et al., 1996) et la procaspase 9. Cette interaction entraîne l'activation de la procaspase 9 en

caspase 9, qui est elle-même responsable de l'activation de la procaspase 3 (Chinnaiyan,

1999).

D'autres protéines mitochondriale, comme l'Alli, pourrait déclencher directement I'apoptose

indépendamment des caspases. Il est également libéré de l'espace interrnembranaire vers le

noyau où il induit une condensation de la chromatine (Susin et al., 1999). Cette libération,

tout comme celle du cytochrome c peut être empêchée par Bcl-2 et Bcl-xl., localisée en partie

au niveau de la membrane externe de la mitochondrie (Yang et al., 1997 ; Kluck et al., 1997).
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Inversement, il semble que Bax puisse directement induire ces modifications (Jurgensmeier et

al., 1998 ; Green et al., 1998). Selon d'autres auteurs (Yoshida et al., 1998), la dissipation du

potentiel mitochondrial interviendrait après l'activation des caspases par Apaf-I et donc après

la libération du cytochrome c.

Cette voie d'induction faisant intervenir le cytochrome clApaf-I et la procaspase-9 serait

dépendant du stade de maturation cérébral. En effet, au cours de la maturation cérébrale,

Yakovlev et al. (2001) montre une baisse de l'expression de APAF-l et de la caspase-S,

corrélée à une faible susceptibilité à l'apoptose.

Outre ces voies d'induction via la mitochondrie, de nombreux récepteurs sont capables de

transmettre un signal conduisant à la mort cellulaire, comme les récepteurs TNF ou Fas. En

effet, ces récepteurs possèdent un domaine cytoplasmique homologue qui est responsable de

la transduction du signal. Ce domaine, également nommé domaine DD (Death Domain), est

paraît essentiel pour l'exécution du progranune apoptotique (Itoh et Nagata, 1993). Après

fixation du ligand, le récepteur se trimérise, ce qui entraîne une modification de conformation

du domaine DD qui peut alors s'associer aux domaines DD équivalents d'autres molécules de

signalisation. La fixation du ligand Fas sur son récepteur entraîne l'association avec la

protéine FADD (Fas associated protein with DD) (Chiunaiyan et al., 1995).

La fixation de FADD au récepteur Fas/APOI va permettre l'association de la procaspases 8 et

l'activer (Muzio et al., 1996). Il en résulte une activation séquentielle de caspases,

responsables de la dégradation de la cellules En ce qui concerne TNFRl, le signal conduisant

à la mort cellulaire résulte de l'interaction, au niveau des domaines DD, de TRADD (TNFR

associated protein with DD) (Hsu et al., 1995) et de la kinase RIP (receptor interacting

protein) qui s'associe à la procaspase 2. La molécule TRADD peut aussi interagir avec FADD

pour recruter ls procaspases 8 ou 10.

L'activation des caspases par la voie de l'apoptosome et l'apoptose induite par les récepteurs

de mort ne sont pas des phénomènes totalement indépendants. Ainsi, la caspase 8, activée par

les récepteurs de mort peut cliver la protéine Bid, une protéine pro-apoptotique, dont le

fragment C terminal produit permet la libération du cytochrome c (Li et al., 1998a; Luo et al.,

1998). L'interaction Apaf-lIBcl-xL conduit à l'inhibition de l'association Apaf-L'pro-caspase

9 et empêche donc l'activation de cette caspase (Hu et al., 1998 ; Pan et al., 1998).
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Fig 1: Mécanismes moléculaires de la transduction du signal apoptotique
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M) Protéines impliquées dans l'apoptose

M.I) Lafamille Bcl-2

M.l.I) Généralités

Selon les fonctions biologiques, on peut classer les membres de la famille Bcl-2 en deux sous

familles:

- les anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou Bcl-xL

- les pro-apoptotiques comme Bax, Bak , Bad ou Bcl-xS ..

Ces protéines possèdent un domaine transmembranaire qui leur permet de se localiser dans la

membrane mitochondriale, le réticulum endoplasmique ou la membrane nucléaire externe

(Nguyen et al., 1993 ; Akao et al., 1994 ; Hsu et al., 1997) (fig 2). Il a été rapporté que Bel

xl., Bcl-2 et Bax avaient la capacité de former des pores en s'insérant dans les membranes

lipidiques (Minnet al., 1997; Antonsson et al., 1997). Ainsi le canal formé par Bel-Z serait

plutôt spécifique aux cations monovalents alors que celui formé par Bax présenterait une

préférence pour les anions,

La protéine Bcl-2 est largement distribuée dans le système nerveux central pendant le

développement embryonnaire puis son expression décline avec l'âge (Merry et al. 1994), alors

que l'expression de Bcl-xL est importante dans le cerveau embryonnaire mais aussi dans le

cerveau adulte.

La surexpression de Bcl-2 permet de bloquer l'apoptose induite par de nombreux stimuli

(dommages de l'ADN, irradiations, expression d'oncogènes, glucocorticoïdes, ...) (Yang et

Korsmeyer, 1996). Son effet anti-apoptotique serait lié au maitien de l'homéostasie calcique

et à l'augmentation du potentiel de membrane mitochondriale (Zhu et al., 1999). Elle aurait

d'ailleurs la capacité de stabiliser le calcium dans le réticulum endoplasmique (Kroemer,

1997). En plus de ses effets sur la mitochondrie, Bcl-2 peut inhiber les effets pro-apoptotiques

de protéines comme Bad ou p53 (Banasiak et al., 2000).
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Bel-2 peut inhiber l'apoptose en empêchant l'activation de la protéase ICE/ced-3 (Srinivasan

et al., 1996). Elle inhibe aussi l'activation de la pro-caspase 8, induite notamment par la

stimulation du récepteur Fas (Srinivasan et al., 1998 ; Ng et Shore, 1998). Enfin, selon

certains auteurs, Bel-2 aurait des propriétés antioxydantes en freinant la formation de radicaux

libres (Myers et al., 1995).

Le gène Bax est aussi exprimée dans le système nerveux central au cours du développement

(Vekrellis et al., 1997). Contrairement à Bel-2, Bax a un rôle pro-apoptotique; l'injection de

Bax dans des cultures de neurones sympatiques suffisant a entraîner l' apoptose neuronale

(Vekrellis et al., 1997). Il semblerait que la vulnérabilité sélective des neurones de la région

CAl de l'hippocampe à l'apoptose induite par une ischémie soit dépendante de

l'augmentation de l'expression des protéines p53 et Bax. (Koistinaho et Hôkfelt, 1997).

Récemment, d'autres protéines régulatrices de l'apotpose ont été mises en évidence, à savoir

la protéine Diva, qui induit l'apoptose de neurones sensoriels par inhibition de la liaison de

Bel-xL avec Apaf-1 (Inohara et al., 1998). La protéine Bel-B se lie à Bel-2 Bel-xL et Bax et

supprime l'apoptose induite par Bax (Ke et al., 2001).

b4.1.2) Régulation

En dehors du niveau d'expression des différentes protéines, leur activité est soumise à

régulation, d'une part par un phénomène de dimérisation et par des processus de

phosphorylation.

Ces protéines peuvent s'assembler en homo ou hétérodimère. Des protéines pro-apoptotiques

peuvent s'hétérodimériser avec des protéines anti-apoptotiques. Ainsi Bax ou Bak peuvent

interagir avec Bel-2 ou Bel-xL. Il semble que la balance entre la vie et la mort cellulaire soit

influencée par le type et la proportion de dimères anti et pro-apoptotiques formés (Sedlak et

al., 1995). Ainsi la surexpression de Bax provoque la formation d'homodimères Bax/Bax qui

induisent la mort cellulaire. Outre la régulation par la dimérisation, l'activité de ces protéines

peut être modulée par phosphorylation. La protéine Bel-2 peut-être phosphorylée sur le résidu

sérine 70 en réponse à divers stimuli. Elle serait due à une protéine kinase C alpha, activée par

le calcium (Ruvolo et al., 1998).
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Cette phosphorylation serait nécessaire à la suppression fonctionnelle de l'apoptose par Bcl-2

dans des cellules murines dépendantes de l'apport en facteurs de croissance (Ito et al., 1997).

Haldar et al. (1995) ont montré que la phosphorylation de Bcl-2 la rendait incapable

d'interférer avec l'apoptose. La protéine Bad peut aussi être phosphorylée. Elle se trouve alors

séquestrée dans le cytosol alors que non phosphorylée, elle se lie à Bcl-xL au niveau des

membranes intracellulaires et favorise l'initiation de l'apoptose.

b4.2) Gènes codant pour le facteur de transcription APl

API (Activator Protein-l) est un facteur de transcription formé par un complexe de protéines

codées par des proto-oncogènes de la famille fos et jun. Il se lie à l'ADN grâce à un élément

de réponse spécifique dans la région promotrice de gènes cibles, impliqués dans le contrôle de

la croissance ou de la différenciation cellulaire.

Les gènes c-fos et c-jun appartiennent à une famille de gènes caractérisés par leur induction

rapide en réponse à divers stimuli. Les produits de ces gènes, les protéines c-Fos et c-Jun, sont

des facteurs de régulation transcriptionuelle impliqués dans la régulation de l'expression de

nombreux gènes; elles se dimèrisent pour former le complexe AP-l. Les gènes c-fos et c-jun

sont impliqués dans l'induction de l'apoptose neuronale (Estus et al., 1994). La

phosphorylation de la protéine c-Jun par les Jun-kinases ou JNK (c-jun-N-terminal kinases)

serait nécessaire à l'apoptose (Watson et al., 1998 ; Eilers et al., 1998). Son induction

participe directement au processus apoptotique et est corrélée à la fragmentation de l'ADN.

Alors que la surexpression de c-Jun suffit à déclencher l'apoptose dans des lignées

lymphoblastiques (Bossy-Wetzel et al., 1997), certains auteurs ont montré que le blocage de

son activité protégeait les neurones de l'apoptose induite par la privation de facteurs

trophiques (Estus et al., 1994; Ham et al., 1995, Watson et al., 1998).

35



BcI-2

MOLECULESANTI-APOPTOTIQUES
Formation de pore

( \

DIlI .. _ III D
'--------' '---- ~---' '---- ----'

,,------------_/
Domaine d'interaction

avec ced-4/apaf-1

MOLECULES PRO-APOPTOTIQUES

Domainede dimérisation Domaine
transmembranaire

Bax _---'l1li_-----'__---'

Fig 2 : Structure des molécules de la famille Bcl-2
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b4.3) p53, gène suppresseur de tumeur

Le facteur de transcription p53 (ou gène supresseur de tumeur), qui est un bloqueur du cyele

cellulaire en cas de dommages de l'ADN pour permettre sa réparation, est impliqué dans

l'apoptose (Linnik, 1998).

Des cultures primaires de neurones et d'oligodendrocytes de rats expriment constitutivement

cette protéine (Eizenberg et al., 1996). Pendant la maturation des neurones, in vitro, la

localisation subcellulaire de la protéine change. Elle se trouve dans le cytoplasme dans les

cellules matures alors qu'elle est localisée dans le noyau dans les cellules en différenciation.

Cette translocation de p53 serait influencée par des signaux inducteurs de la différenciation ou

de l'apoptose.

Il a été montré que la surexpression de p53 dans les neurones sympathiques (Slack et al.,

1996) et les neurones de l'hippocampe (Jordan et al., 1997) était suffisante pour induire

l'apoptose, cette augmentation provoquant un déséquilibre entre les facteurs pro- et anti

apoptotiques de la famille Bel-2 en faveur de l'apoptose.

Néanmoins, la mort des neurones par apoptose peut vraisemblablement être obtenue selon

deux voies: une p53 indépendante et une voie p53 dépendante. Par exemple, le

méthylazoxyrnéthanol, un agent génotoxique, provoquerait l'apoptose par une voie p53

indépendante et sans fragmentation d'ADN alors que les radiations ionisantes induiraient

l'apoptose selon la voie p53 dépendante (Wood et Youle, 1995). Dans cette voie,

l'accumulation de p53 dans la mitochondrie est rapide et précède les changements de potentiel

de membrane mitochondriale, le relargage du cytochrome c et l'activation de la procaspase 3

(Marchenko et al., 2000 ; Schuler et al., 2000). En effet, p53 régule positivement les gènes

codant pour Bax et Fas/Apo1 (Miyashita et al., 1994 ; Guillouf et al., 1995 ; Cregan et al.,

1999), alors qu'elle inhibe le gène bel-2.
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b4.4) Les protéines de stress (HSPs)

Les protéines de stress, ou HSP (heat shock protein) , forment une famille de protéines

remarquablement conservée au cours de l'évolution. Elles exercent des fonctions essentielles à

la vie cellulaire et plus encore à la survie lors de stress d'origine chimique, physique ou

métabolique (tableau 1). Ces protéines ont été classifiées en fonction de leur poids

moléculaire respectif. L'élévation modérée de la température permet l'induction de toute la

famille des HSPs et l'obtention d'un état dit de "thermotolérance". Cette thermotolérance

correspond à l'adaptation de la cellule et à sa résistance à un choc thermique consécutif (Li et

Werb,1982).

Les gènes codant pour des protéines de choc thermique sont sous le contrôle des Heat Shock

transcription factors (HSF). Pour les HSPs de faibles poids moléculaires comme les HSP27,

ces gènes comportent un motifs ADN régulatoire nommé Heat Shock Element (HSE)

constitué de motifs répétés GAAn, dont l'activité est augmentée suite à un choc thermique

(Knauf et al., 1996). La phosphorylation semble être un des plus important facteur de

régulation de l'activité des gènes codant pour les HSP. D'ailleurs, les HSPs peuvent être

phosphorylés en réponse à divers stimuli. Outre le choc thermique (Londry et al., 1992), l'eau

oxygénée (Huot et al., 1996) ou encore les MAP kinases (Bensaude et al., 1996) activent la

phosphorylation des HSPs. Les facteurs de différenciation peuvent aussi conduire à la

phosphorylation comme le FGF, le PDGF ou encore le TNF et ILl (Saklatvala et al., 1991).

L'association entre la thermotholérance et, à la fois le niveau d'expression et le degré de

phosphorylation des HSPs représente un phénomène complexe (Landry et al., 1991). Elles

vont lier les peptides, les protéines en cours de synthèse ou à fort risque d'agrégation et vont

ainsi permettre leur repliement correct et leur translocation dans les compartiments

subcellulaires appropriés (Gething et Sambrook, 1992). Elles sont aussi capables de lier des

protéines dénaturées afin de rétablir leurs fonctions (Parsell et Lindquist, 1993). L'implication

des HSPs dans la prévention de l'apoptose passerait par les actions protectrices envers des

radicaux libres oxygénés et par l'interaction directe avec différentes molécules dont les

caspases.
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Protéine Phénotype Fonctions

HSPlO Cellulaire: tolérance à l'ischémie Agit en relation avec HSP60

HSP20 et Cellulaire: résistance aux médicaments Contrôle de la polymérisation de

famille des de chimiothérapie, à H2Ü2, aux UV, l'actine, chaperonne et cytoprotège

HSP27 Tolérance à l'ischémie, à

l'hyperthermie, stimulation de

l'agrégation des protéines nucléaires

HSP60 Tolérance à l'hyperthermie et à Chaperonne des protéines en général

l'ischémie

HSP65 Cellulaire: régression tumorale

HSP70 Tissulaire: résistance à 1'hyperthermie Protège contre la cytotoxicité

HSP72 Cellulaire: résistance à l' apoptose, Chaperon moléculaire

résistance à l'hypoxie

HSP90 Cellulaire: tolérance à 1'hyperthermie Se lie aux récepterus des stéroïdes pour

et à l'ischémie, à l' apoptose, fonction les stabiliser

de récepteur glucocorticoïde

HSPlOOl1lO Cellulaire: tolérance à l'hyperthermie,

reprise de la division cellulaire après

choc thermique

Tableau 1 : Récapitulatif des principales fonctions des différentes HSPs (d'après Feder et

Hofmann, 1999),
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Il existe des petites protéines de stress, parmi lesquelles on compte les HSP27. L'effet

protecteur induit par HSP27 semble être, au moins en partie, lié à sa capacité à interférer avec

le métabolisme du glutathion. En effet, il existe une corrélation significative entre la

concentration de HSP27 et celle du glutathion (Mehlen et al., 1996). Or le glutathion joue un

rôle clé, d'une part dans la détoxification de protéines intracellulaires oxydées, et d'autres part

dans l'export des dérivés conjugués au glutathion par la pompe spécifique GS-X dépendante

de l'ATP (lshikawa, 1992). Mais, HSP27 peut également protéger les cellules de l'apoptose

induite par Fas ou la staurosporine (Mehlen et al., 1996). Au niveau de la cascade apoptotique

faisant intervenir les caspases, HSP27 a la capacité d'inhiber l'activation de la procaspase 9

par le cytochrome c (Garrido et al., 1999), en interagissant avec une des molécules formant

l'apoptosome telle que le cytochrome c lui-même, la caspase 9 ou encore Apaf-1. HSP27 est

aussi capable d'inhiber l'activation de la caspase 3 en s'associant directement avec elle

(Pandey et al., 2000).

Outre, les HSPs27, les protéines de choc thermiques les plus étudiées sont les HSP70. Dans

les cellules qui surexpriment HSP70, l'augmentation des taux de calcium provoqués par le

choc thermique ou 1'hypoxie sont atténués (Kiang et Koenig, 1996), ce qui semble être un des

mécanismes de défense cellulaire (Kiang et Tsokos, 1998). Le rôle protecteur des HSP70 peut

aussi être attribué à un blocage du signal conduisant à l'activation des JNK (Mosser et al.,

1997), à une inhibition de l'activation de la caspase 3 (Mosser et al., 1997). Selon Jaattela et

al. (1998), l'effet anti-apoptotique de HSP70 serait postérieur à l'activation des caspases.

HSP90 est la plus abondante des protéines de choc thermique dans les cellules eucaryotes

(Scheibel et al., 1999). Bien que ses propriétés fonctionnelles soient moins bien connues que

celles de HSP70, on siat qu'elle intervient dans la transmission du signal cellulaire. HSP90

n'exerce pas de rôle protecteur comme celui des HSP70 dans le cas de l'ischémie. Cependant,

il faut noter que HSP90 peut s'associer à HIF1 alpha, facteur d'hypoxie qui intervient dans la

transmission du signal ischémique (Gradin et al., 1996).
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L'implication de ces HSPs dans la réponse au stress est liée à leur activité chaperone (Ellis

1990). L'activité chaperone consiste en une protection des protéines cellulaires par leur

association avec les HSPs et de nombreuses protéines associées en particules spécifiques,

comme par exemple les particules prosomales (Arrigo et al., 1988). Les Hsps, notamment

HSP 27, et ses protéines associées empêchent l'agrégation des protéines ainsi protégées et

facilitent leur restructuration fonctionnelle (Van den Ijssel et al., 1999). Outre leur rôle de

régulation de la réponse suite à nn choc thermique (Lindquist, 1986) , elles jouent un rôle

important dans la bonne conformation des protéines (Martin et Hartl, 1994), la translocation

nucléaire (Shi et Thomas, 1992), la dégradation d'ARNm (Laroia et al., 1999). Les Hsps

peuvent aussi combiner une action antiprotéasique (Orth-Werth et Olisen, 1992) à leur activité

chaperone.

h4.5) Les caspases

Les caspases sont des protéases à cystéines cytoplasmiques. La majeure partie de nos

connaissances actuelles sur les mécanismes moléculaires de la régulation de l'apoptose

provient de travaux menés sur le nématode Cœnorhabditis elegans (Hengartner et Horvitz,

1994) où un panel de gènes appelés ced-genes a été identifié et étudié.

Parmi ceux-ci, 3 furent identifiés comme des régulateurs clé de l'apoptose dans toutes les

cellules somatiques, il s'agit de ced-3, ced-4 et ced-9 (ced pour Cœnorhabditis elegans death).

ced-3 et ced-4 étant tous deux requis pour l'élimination des cellules.

- ced-4 code pour une protéine ayant des homologies avec la protéine humaine Apaf-I

(Zou et al., 1997).

- ced-9 code pour une protéine homologue à la protéine anti-apoptotique Bcl-2

préalablement identifiée chez l'Homme (White, 1996).

- ced-3 code pour une protéase à cystéine homologue à l'enzyme de conversion de l'IL

lb (ICE)(Yuan et al., 1993).
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Ces protéases appelées "caspases" possèdent une spécificité stricte de clivage de leurs

substrats après un résidu d'acide aspartique. Les caspases vont pouvoir s'auto-activer et/ou

être activées par d'autre caspases (Thomberry et Lazebnik, 1998). Cette remarque introduit la

notion de cascade d'activation impliquée dans le processus apoptotique (Nagata, 1997).

Sur la base de leur structure primaire, les caspases peuvent être classées en 2 groupes: le

groupe 1 comprenant les caspases 2, 8, 9 et 10 avec un long prodomaine amino-terminal

contenant des motifs spécifiques des interactions protéines-protéines et le groupe II

comprenant les caspases 3, 6 et 7 avec un prodomaine court ou même absent. Le long

prodomaine des caspases de classe 1peut interagir avec des protéines qui vont elles-mêmes

entrer en interaction avec le domaine intracytoplasmique de récepteurs membranaires. Les

caspases de cette classe sont dites activatrices ou initiatrices. Les caspases de classe II

nécessitent les caspases de classe 1pour leur propre maturation. Elles interviennent donc en

aval des caspases de classe I. Ce sont des caspases qui sont principalement responsables de la

protéolyse des substrats spécifiques, d'où leur dénomination de capases effectrices.

Les caspases interviennent dans l'apoptose en agissant sur des molécules qui vont participer à

la destruction de la cellule. Les substrats clivés par les caspases sont des protéines

cytoplasmiques, nucléaires, des protéines impliquées dans le métabolisme de la réparation de

l'ADN et des protéines kinases. Des protéines impliquées dans la transduction du signal, dans

la régulation du cycle cellulaire ou dans la prolifération sont aussi des substrats des caspases

(Cohen, 1997; Nicholson et Thomberry, 1997). Différents exemples d'action des caspases

seront abordés par la suite (tableau 2)

b5) Activation des Protéines Kinases

Il est maintenant établi que l'apoptose implique une cascade de protéines kinases (Davis et al.,

1997). De nombreuse kinases sont clivées par les caspases durant apoptose. La majeure partie

de ces kinases sont clivées dans leurs domaines régulateurs, produisant des formes tronquées

constitutivement actives.
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- Les MAPK (mitogen-associated protein kinases) sont impliquées dans la

survie cellulaires et l'apoptose (Downward, 1998). Elles se subdivisent en 3 groupes, à savoir

les ERK (extracellular-regulated kinases), les JNK (c-jun-N-termihal kinases) et les kinases

p38 (Graves et al., 1997). Leur activation peut être dépendantes des récepteurs couplés aux

protéines G (Luttrell et al., 1997) ou par les calmodulines (Egea et al., 1998). Leurs cibles

moléculaires incluent des facteurs de transcription comme NF-kB (Schulze-Osthoff et al.,

1997) ou p53 (Verheij et al., 1996).

A titre d'exemple, l'activation de la cascade de signalisation des JNK serait un mécanisme

majeur dans l'induction de l'apoptose par l'hypoxie-réoxygénation de cellules rénales

humaines (Garay et al., 2000) ou de neurones (Chihab et al., 1998).

- La protéine kinase C protégerait quand à elle les neurones d'une mort

induite par un stress oxydant en modulant les activités de différentes MAPK, notamment par

l'activation de ERK et de JNK et l'inhibition de p38 (Maher, 2001). Par ailleurs, la perte de

l'activité de la PKC membranaire apparaît être un processus nécessaire à la médiation de la

mort induite par les acides aminés excitateurs dans les neurones en culture (Durkin et al.,

1996, 1997).
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Caspases Site de
Polypeptides Effet du clivage Référenceclivage

impliquées

Gelsoline
Clivage Ca2+ indépendant Kothakota et al., 1997

3 DQTD/G
de l'actine Kamada et al., 1998

? Gas-2 SRVD/G
Réarrangement du

Brancolini et al., 1995
cytosquelette

DETD/S Bourgeonnement de la Janicke et al., 1998
3 Fodrine

DSLD/S membrane plasmique Wang et al., 1998

Diminution des intéractions Brancolini et al., 1997
3 B-Caténine ?

cellules-cellules Herren et al., 1998
.

Déassemblage de la laminine Takabashietal.,1996
6 Lamine A VElDlN

nucléaire Rao et al., 1996

LamineB1
Déassemblage de la 1aminine Lazebnik et al., 1995

6 VEVD/S
nucléaire Liu et al., 1996

NuMA
Changement de la Casiano et al., 1996

3,6 ?
morphologie nucléaire Hirata et al., 1998

Casiano et al., 1996

3,7,9 PARP DEVD/G
Diminution de la synthèse du

Casciola-Rosen et al.,
poly(ADP-ribose)

1996

3,6,7 mdm2 DVPD/C
Inconnu, se lie toujours à

Chen et al., 1997
p53

3 DNA-PKcs DEVDIN Diminution de l'activité Teraoka et al., 1996

3 Topo-isomérase 1 DDVDIY Inconnu
Casiano et al., 1996

Samejima et al., 1999

Kinase constitutivement Emoto et al., 1995
3 PKCdelta DMQD/M

active Ghayur et al., 1996

Activation constitutive
Cardone et al., 1997

3 MEKK-1 DTVD/G
Deak et al., 1998

Tableau 2: exemples de l'implication des caspases
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b6) Synthèse protéique

L'apoptose étant une mort cellulaire programmée, elle requiert la néosynthèse d'ARN et de

protéines (Oppenheim et al., 1991). D'ailleurs, il a été montré que les inhibiteurs de synthèse

protéique avaient un réel effet protecteur vis-à-vis de l'apoptose (Pittman et al., 1993 ; Martin

et al., 1998).

En raison du déficit en ATP (Seidt et al., 2000) qui lui est associé, un stress comme

l'hypoxie-ischémie cérébrale transitoire induit des perturbations sévères de la synthèse

protéique qui est un mécanisme énergie-dépendant (Siesjë, 1993). En effet, en réponse à

l'hypoxie-ischémie, il a été observé une diminution globale de la biosynthèse des protéines,

en particulier dans les régions vulnérables, alors que l'accumulation de calcium intracellulaire

est responsable de l'activation transcriptionnelle de gènes spécificques impliqués dans le

devenir des neurones (Abe, 1993 ; Rosenbaum et al., 1994; Beilharz et al., 1995).

A la suite de la réoxygénation, l'inhibition de la synthèse protéique persiste malgré une

restauration rapide des réserves énergétiques; elle serait la conséquence de la détérioration

des polyribosomes (Wieloch et al., 1993). Il apparaît que la restauration finale de la

biosynthèse des protéines est d'autant plus rapide qu'il s'agit d'un territoire moins vulnérables

à l'hypoxie-ischémie, comme la région CA3 ou le gyms dentelé (Widmann et al., 1991).

b7) Fragmentation de l'ADN

Des études ont montré qu'une des signatures biochimiques de l'apoptose est un clivage de

l'ADN aux régions internucléosomales, lequel peut être visualisé par électrophorèse sur gel

d'agarose (Mc Conkey et al., 1988 ; Compton, 1992). Les fragments d'ADN, qui sont des

multiples de 180-200 pb correspondant aux nucléosomes, présentent alors une migration en

"échelle" caractéristique de l'apoptose, à l'inverse de la migration diffuse (smear) observée

dans la nécrose.

La raison de cette fragmentation est attribuée à l'activité d'endonucléases Ca2+/Mg2+

dépendantes (Kyprianou et al., 1988), à l'activité de la DNAse J (Arends et al., 1990 ; Peitsch

et al., 1993 a et b) et de la DNAse II (Barry et Eastmarm, 1993). Or, la Dnase J, est activée par

le clivage de l'actine par la caspase 1 (Kayalar et al., 1996).
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Mais les caspases sont aussi responsables du clivage des lamines qui interviennent dans

l'intégrité de l'enveloppe nucléaire et l'organisation de la chromatine en interphase (Takanashi

et al., 1996; Lazebnik et al., 1995).

Ces phénomènes associés à la dégradation de l'unité de 7ükDa de la ribonucléoprotéine Ul

(Casciola-Rosen et al., 1996) sont responsables de la condensation de la chromatine, de la

fragmentation de l'ADN et de la désorganisation nucléaire. Durant l'apoptose, l'ADN

chromosomique va alors être clivé, par une endonucléase spécifique: la CAD (Caspase

Activated Dnase). Par ailleurs, son inhibiteur endogène, ICAD, est clivé et désactivé par la

caspase 3. Libérée de son inhibiteur, l'endonucléase va alors être transloquée dans le noyau

pour aller dégrader l'ADN (Jânicke et al., 1998).

Toutefois, la mise en œuvre de l'apoptose n'est pas toujours associée à une fragmentation de

l'ADN en échelle (Cohen et al., 1992). Certains auteurs ont émis l'hypothèse que celle-ci

pouvait être un épiphénomène. Cette remarque est d'autant plus intéressante que les

observations de Fukuda et al. (1993) ont montré que la fragmentation en échelle peut aussi

être mise en évidence dans des cellules en train de mourir par nécrose.

h8) Fragmentation cellulaire etformation des corps

apoptotiques

Le détachement cellulaire des cellules apoptotiques et leur désordre cellulaire sont corrélés à

l'altération des protéines du cytosquelette consécutifs aux clivages par les caspases.

Les interactions cellules/cellules sont réduites par le clivage des B-caténines par la caspase 3

(Herren et al., 1998). Cette caspase intervient également dans le clivage de la spectrine ou de

la fodrine, provoquant le bourgeonnement de la membrane plasmique (Wang et al., 1998a).

Enfin, la désorganisation cellulaire est accrue par le clivage de l'actine par la caspase 1.

Les corps apoptotiques finalement produits contiennent des protéines liées entre elles et

résistantes à la dissolution par les détergents (Bright et Khar, 1994). Le cross-linking des

protéines dans les corps apoptotiques est dû à la formation des liaisons L(y-glutamyl) lysine et

v-glutamyl-bis-spermidine, produit caractéristiques de la transglutaminase. Ces liaisons sont

résistantes à la protéolyse, et elles s'accumulent durant l'apoptose.
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Les changements au niveau des glycoprotéines à la surface de corps apoptotiques permettent

la reconnaissance et la phagocytose des cellules apoptotiques. Des protéases Ca2
+ dépendantes

peuvent alors participer à la dégradation du cytosquelette des corps apoptotiques. Ces corps

apoptotiques vont être rapidement phagocytés par les cellules adjacentes ou les macrophages.

3.4) APOPTOSE DANS L 'HYPOXIE-ISCHEMIE

L'hypoxie-ischémie cérébrale est connue pour provoquer des lésions nécrotiques précoces

suivies d'une mort neuronale plus retardée qui, progressivement, est apparue présenter les

caractéristiques de l'apoptose (Pulsinelli et al.,1982; Kirino et al., 1984). Toutefois, le

développement du processus apoptotique est dépendant de la sévérité de l'agression (Beilharz

et al., 1995). En effet, l'apoptose est généralement observée dans des cas d'agression

hypoxique modérée et, après ischémie, elle est essentiellement présente au pourtour de la

région infarcie correspondant à la zone de "pénombre" (Dickson et al., 1995).

Une ischémie globale transitoire chez la souris permet l'induction de Fas/AP01, en

corrélation avec le développement du processus apoptotique (Matsuyama et al., 1994). La

liaison du ligand de Fas induit une trimérisation de son récepteur qui va permettre

l'association avec la procaspase 8 permettant son activation. La caspase 8 activée déelenche

alors la cascade d'activation d'autres caspase dont la caspase 3. D'ailleurs, cette caspase a été

impliquée dans la mort apoptotique consécutive à des d'ischémies focales (Hara et al., 1997 ;

Namura et al., 1998), à une hypoxie associée a un appauvrissement en glucose (Nath et al.,

1998) ou encore à une hypoxie seule (Yoshimura et al., 1998)-. Il est généralement considéré

que l'induction de l'apoptose suite à une hypoxie est corrélée à une surexpression de Bax

(Ravishankar et al., 2001) associée généralement à une répression de Bel-2 ou

Bel-xL (Gillardon et al., 1996; Northington et al., 2001). Or les protéines pro-apoptotiques de

type Bax peuvent induire directement l'apoptose en favorisant la libération du cytochrome c,

cette libération étant inhibée par par Bel-xL (Ficunane et al., 1999).
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Par ailleurs, l'ouverture des pores de la mitochondrie semble régulée par Bel-2 et ses

partenaires qui entrent en compétition au niveau de la membrane externe des mitochondries

pour contrôler la libération des protéines mitochondriales (Yang et al., 1997). En outre, il a

été montré que Apaf-l peut interagir avec Bel-xL et la procaspase 9 et empêcher la mort. La

rupture de l'interaction Apafl/Bel-xL entraîne l'activation de la procaspase 9. Cette rupture

peut être la conséquence d'une accumulation de la protéine Bax, qui en interagissant avec

Bel-xl diminuearit l'association Bel-xLlApaf-l, ou encore de la coupure protéolytique des

protéines Bel-2 et Bel-xL par la caspase 3 conduisant à l'inactivation de leur fonction anti

apoptotique (Cheng et al., 1997).

La réponse cellulaire va donc être le résultat d'un équilibre entre les niveaux intracellaires des

protéines de type Bel-2 et des protéines de type Bax. D'ailleurs, une surexpression de Bel-2

lors d'une ischémie focale, permettraît de protéger les neurones situés autour de la zone

nécrosée (Martinou et al., 1994). Cette neuroprotection de Bel-2, dans des modèles d'hypoxie

ischémie cérébrale pourrait donc s'expliquer par l'inhibition de l'action de Bax et Bad (Wang

et al., 1999), par une protection des fonctions mitochondriales et par son influence sur

certaînes protéines pro-apoptotiques (Myers et al., 1995 ; Shîmizu et al., 1995; O'Reilly et

al., 1996 ; Miyashita et al., 1997, Srinivasan et al., 1996). Enfin, le rôle des caspases a été

montré dans l'apoptose induite par l'hypoxie-ischémie (Hara et al., 1997; Namura et al., 1998

; Nath et al., 1998) ou en réponse à une hypoxie seille (Yoshimura et al., 1998 ; Bossenmeyer

Pourié et al., 1999).

Suite à des agressions hypoxiques, on assiste généralement à une induction des protéines de

stress (Bossenmeyer-Pourié et al., 2002), notamment les HSP70 et HSP 27, lesquelles

exerceraient un effet protecteur et contriburaîent à l'établissement d'un phénomène de

tolérance (Kato et al., 1994, Jaattela, 1999).La distribution neuronale de HSP70 semble être

corrélée à la sévérité de l'agression. Ainsi, elle est exprimée dans les régions où le débit

sanguîn est diminué de 50% et se trouve localisée dans la périphérie de la zone de pénombre

(Nowak et al., 1994). La localisation cérébrale des ARNm de HSP70 est vaste alors que la

protéine est essentiellement retrouvée dans les régions les moins sensibles à l'agression

hypoxique/ischémique (Simon et Cho, 1990 ; Nowak et al., 1990 a et b).
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L'induction des HSP70 semble être plus précoce que celle des HSP27. En effet, Higashi et al.

(1994) ont montré qu'une ischémie focale induisait les HSP70 après 4 heures de recirculation;

alors que les HSP27 atteignaient leur induction maximale vers 24 heures post-ischémie.

L'action protectrice des ses protéines de stress peut être attribuée à de nombreux mécanismes

telle une atténuation de l'augmentation de calcium provoquée par l'hypoxie (Kiang et Koenig,

1996; Kiang et Tsokos, 1998), ou encore à l'inhibition de l'activation des caspases (Mosser et

al., 1997 ; Garrido et al., 1999; Pandey et al., 2000). Concernant la cascade d'activation des

caspases, la cible des HSPs semble être encore inconnue. En effet, il a été décrit que l'effet

anti-apoptotique de HSP70 ne passait pas par une modification de la libération de cytochrome

c. La même étude montre que HSP70 ne modifie pas la quantité de caspase activée en dépit

d'une augmentation du nombre de cellules survivantes (Jaattela et al., 1998) suggérant que

l'action protectrice de HSP70 se situe en aval des caspases. En revanche, une autre étude

relate une suppression de l'activation des caspases par HSP70 sans pour autant affecter les

fonctions mitochondriales (Mosser et al., 1997).

Les HSPs semblent avoir deux rôles importants au cours de l'hypoxie-ischémie, le premier

étant la protection précoce contre les atteintes du stress ischémique, le second intervenant

dans la restauration des dommages et lésions qui se produisent plus tardivement et qui sont

liées à la reperfusion.

D) STRATEGIES THERAPEUTIQUES

1) LES TRAITEMENTS SPECIFIQUES

Ils concernent le traitement des conséquences directes de l'hypoxie-ischéruie cérébrale,

comme les convulsions et l'oedème cérébral. L'œdème cérébral engendre une augmentation

de la pression intracranienne qui elle-même altère la perfusion tissulaire et diminue le

transport des substrats indispensables aux cellules. Néanmoins, certains arguments laissent

supposer que son traitement est peu utile; il n'est pas certain que l'œdème lui-même aggrave

les lésions cérébrales, et il n'est pas sûr que son traitement améliore le pronostic ou diminue

les lésions cérébrales (Vannucci, 1990).
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A titre d'exemple, il a été montré que les agents osmotiques pouvaient réduire cet œdème.

Chez l'animal nouveau-né, le mannitol donné juste après l'hypoxie-ischémie diminue l'œdème

mais pas les lésions ultérieures (Levene et Evans, 1985 ; Levene, 1995).

Les convulsions seraient également nuisibles par augmentation de l'activité métabolique du

cerveau. D'ailleurs, chez l'animal, l'activité épileptique post-asphyxie majore la nécrose

neuronale et augmente les risques neurologiques ultérieurs. Généralement, les barbituriques

sont les médicaments les plus utilisés et permettent d'atténuer les lésions hypoxiques

ischémiques chez l'animal soumis à une asphyxie. Néanmoins, si le traitement des

convulsions est peu discuté, leur prévention systématique est contestée (Mouzard et Roze,

1990 ; Vannucci, 1990).

2) LES THERAPEUTIQUES NON MEDICAMENTEUSES

2.1) PRECONDITIONNEMENT

De récentes études sur le rat ou la gerbille adultes ont montré qu'une hypoxie modérée pouvait

offrir une neuroprotection vis-à-vis d'une hypoxie-ischémie ultérieure (Kato et al., 1991). La

même conelusion a été faite sur des rats de 7 jours (Gidday et al., 1994).

Selon Bossenmeyer-Pourié et Daval (1998), un conditionnement d'une heure à 1'hypoxie,

réalisé la veille d'une hypoxie léthale, engendre une protection des neurones in vitro, via un

remaniement moléculaire. De plus, les neurones conditionnés présentent un taux de viabilité

supérieur aux cellules témoins, associé à une biosynthèse d'ADN et une surexpression de

protéines de survie telles que HSP70 et PCNA, un cofacteur de l'ADN polymérase qui est

corrélé au statut prolifératif de la cellule. L'induction de protéines de stress, notamment les

HSP70 et HSP27, interviendrait dans le phénomène de tolérance à l'hypoxie (Jaattela, 1999).

Or, le rôle de ces protéines est justement d'induire une tolérance aux agressions qui suivent.

Cette tolérance mettrait également enjeu une facilitation de la récupération des synthèses

protéiques ainsi qu'une induction des facteurs de croissance (Nishi et al., 1993 ; Kato et al.,

1994; Sakaki et al., 1995). Outre ces facteurs de survie, Bossenmeyer-Pourié et Daval (1998).

ont montré qu'un conditionnement induisait la surexpression de Bel-2. qui, comme son

homologue Bel-xL, semble capable de s'opposer à l'apoptose induite par quasiment tous les

signaux de mort (Kroemer et al., 1997).
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Une autre possibilité réside dans la surexpression de HIF « hypoxia inducible factor». En

effet, HIF induirait une réponse protectrice à l'ischémie cérébrale en phase tardive de

conditionnement par un épisode hypoxique transitoire (Semenza, 2001). Plusieurs données

suggèrent un rôle neuroprotecteur pour cette protéine. Par exemple, elle stimule l'expression

de l'érythropoïétine, protéine ayant des propriétés neuroprotectrices (Sakanaka et al., 1998 ;

Alafaci et al., 2000), ou de VEGF, jouant ainsi un rôle dans la réparation vasculaire (Marti et

al.,2000).

En normoxie, HIFla est rapidement ubiquitinylé et dégradé par le protéasome (Morel et

Barouki, 1999 ; Semenza 2000). Son taux de dégradation dépendrait de la durée du stress

hypoxique précédent le retour en normoxie (Berra et al., 2001). En revanche, sous hypoxie,

RIFla est stabilisé par un mécanisme non élucidé qui réduit l'ubiquitinylation de la protéine

(Semenza 2000; Sutter et al., 2000). Néanmoins, cette hypothèse de neuroprotection par HIF

reste controversée en ce sens où HIFla stimulerait la transcription d'une protéine

proapoptotique Nip3 (Bruick, 2000) et agirait aussi avec p53 dans la mort neuronale

secondaire à une agression ischémique (Halterman et Federoff, 1999), en faveur d'un rôle

proapoptotique.

2.2) HYPOTHERMIE

De nombreux auteurs ont montré qu'une hypothermie modérée induisait une neuroprotection

vis-à-vis de l'hypoxie-ischémie cérébrale. L'hypothermie peut être effectuée pendant

l'agression ou plus tardivement (Colboume et Corbett, 1995 ; Ginsberg et al., 1993).

La réduction de l'acidose intracellulaire (Chopp et al., 1989) semble être l'explication la plus

généralisée à la neuroprotection de l'hypothermie. En effet, une diminution de la température

de 2 à 3"C engendre des pHi plus élevés chez les animaux ischémiés en hypothermie que chez

les normothermiques (Laptook et al., 1995). Or, la diminution de pH due à l'acidose lactique,

couplée au déficit en ATP, est responsable de la dépolarisation membranaire à l'origine d'une

perte de l'homéostasie ionique (Haddad et Jiang, 1993), avec notamment une entrée de

calcium et de sodium dans la cellule et une sortie de potassium et de chlore (Spector, 1962).
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D'ailleurs, l'atténuation par l'hypothermie des fluctuations en sodium et en potassium mises

en évidence par Amorin et al. (1999) pourrait être uniquement le reflet de l'hypothermie sur

l'acidose. Toutefois, la réduction de l'acidose comme explication à la neuroprotection de

l'hypothermie ne semble pas être valable chez les animaux immatures, lesquels, comme nous

l'avons évoqué précédemment, ont la capacité d'utiliser les composés cétoniques pour leur

métabolisme énergétique cérébral, contrairement à l'adulte. Outre cette ressource énergétique,

ils peuvent métaboliser le lactate grâce à une activité importante de la lactate déshydrogénase

(Nehlig, 1993).

Selon Bossenmeyer et al. (2000), une hypothermie à 32°C, concomitante à une hypoxie de 6

heures, empêche l'apparition de la mort des neurones in vitro. Contrairement au

conditionnement, cette protection n'est pas associée à des modifications de biosynthèse des

protéines ou d'ADN, ni de l'expression de PCNA, suggérant que l'augmentation de viabilité

cellulaire n'est pas le fait d'une stimulation de la prolifération neuronale mais plutôt d'une

dépression de l'activité cellulaire.. En effet, l'hypothermie abolit l'hyperactivité consécutive à

une hypoxie-ischémie (Karasawa et al., 1994) chez le jeune animal (Green et al., 1992 ; Nurse

et Corbett, 1994). Cet état de « veille» serait à associer à'une diminution du métabolisme

cellulaire qui réduit la demande en oxygène (Michenfelder et Theye, 1968) et en ATP (Sutton

et al., 1991 ; Swain et al., 1991 ; Yager et al., 1996).

Enfin, Busto et al (1989) ont émis l'hypothèse que l'hypothermie induisait une diminution de

la libération du glutamate. Dans ce sens, d'autres études ont impliqué l'hypothermie dans la

neuroprotection engendrée par l'antagoniste des récepteurs NMDA, le MK801, puisqu'il

engendre une hypothermie (Warner et al., 1991).
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II) L'HYPERBILIRUBINEMIE, FACTEUR

AGGRAVANTD'UNE HYPOXIE CEREBRALE

A) BILIRUBINE

1) INTRODUCTION

L'hyperbilirubinémie est une manifestation fréquente en pathologie néonatale. L'ictère

nucléaire qui peut lui être consécutif se manifeste par une encéphalopathie. Au cours des

dernières décennies, la prévention de l'incompatibilité rhésus, l'exsanguino-transfusion et la

photothérapie ont concouru à une quasi disparition de l'ictère nucléaire chez les nouveau-nés à

terme. Néanmoins, du fait d'une surveillance amoindrie, il apparaît aujourd'hui une ré

émergence de cette pathologie, principalement aux Etats-Unis.

L'idée que la thérapie de l'ictère nucléaire a été considérée comme souvent inutile, voire

dangereuse et trop souvent utilisée de façon expansive aurait diminué l'attention des praticiens

face à cette pathologie. Ce fait, associé à la sortie précoce des nouveau-nés de l'hôpital, serait

à l'origine de cette ré-émergence de l'ictère nucléaire (Brown et al., 1996).

2) PROPRIETES

2.1) STRUCTURE

La bilirubine est le produit final de la dégradation de l'hème. Sa structure primaire est basée

sur l'existence d'un squelette constitué de 4 noyaux pyrroles.

Son nom officiel est l'acide 2,17-diéthenyl-l,10,19,22,23,24-hexahydro-3,17,13,18

tétraméthyl-l,19-dioxo-2l H-biline-8,12-dipropanoïque. Les deux noyaux pyrroles sont reliés

par un pont méthyl (-CH2) au niveau du carbone 10 (CIO) (Falk, 1986; Lightner, 1991).

Deux énantiomères peuvent se former par rotation au niveau du centre méthylique situé en

CIO; ils peuvent s'interconvertir par rupture de liaisons hydrogènes intramoléculaires (Mac

Donagh et Lightner, 1994).
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La forme physiologique de la bilirubine est appelée bilirubine IX alpha.

La bilirubine peut se trouver sous trois formes; à l'état lié notamment à l'albumine, conjuguée

à l'UDP glucuronique ou encore libre. On appelle "bilirubine totale" l'ensemble de la

bilirubine libre, liée et conjuguée.

2.2) PROPRIETES PHYSICO-CHIMIQUES (SELON

OSTROW, 1994)

Les propriétés physico-chimiques et biologiques de la bilirubine découlent de l'existence de

ses liaisons hydrogènes intramoléculaires.

La bilirubine libre est considérée comme une molécule liposoluble; mais Brodersen (1979) la

considère plutôt comme une molécule polaire avec une faible solubilité en solution aqueuse.

En revanche, la bilirubine liée à l'albumine est soluble dans le plasma circulant et la bilirubine

conjuguée est hydrosoluble et normalement éliminée dans la bile.

Selon Brodersen (1979), la bilirubine libre existe sous trois formes (fig 3):

- une forme dianionique (B2
-) , préférentiellement liée à l'albumine

- une forme monoanionique (RB'), forme prédominante à pH physiologique et la plus

facilement transportable dans les hépatocytes

- une forme diacide (H2B) qui interagit avec les phospholipides

Le pH joue un rôle important dans l'équilibre de ces trois formes. Ainsi une augmentation de

pH provoque une concentration importante de HB' et B2
-. En revanche, une diminution du pH

engendre une forte concentration de la forme H2B, distribuée passivement à l'intérieur des

membranes lipidiques.

Si l'excédent de bilirubine à l'intérieur de la cellule ne se trouve pas lié ou métabolisé, cela

peut endommager la cellule neuronale, notamment dans le cas de l'ictère nucléaire.
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Fig 3 : Schéma des interactions moléculaires des 3 formes de bilirubine non conjuguée
(B : bilirubine)
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3) METABOLISME

3.1) GENERALITES

La bilirubine provient pour environ 85% de la dégradation de l'hémoglobine (fig 4) et pour les

15% restants, de la dégradation d'autres hémoprotéines comme la myoglobine ou les

cytochromes. L'hème libéré au cours de l'hémolyse produira de la bilirubine.

Au cours de sa dégradation, l'hème va être transformé en biliverdine par l'hème oxygénase

NADPH-dépendante. La biliverdine sera à son tour transformée en bilirubine libre, insoluble,.

Au niveau du plasma, la bilirubine est liée à l'albumine, et conduit à l'obtention d'une

molécule soluble. Après conjugaison dans le foie, la bilirubine est secrétée activement dans

les canalicules biliaires. Sous l'effet de bactéries intestinales, la bilirubine est ensuite dégradée

en urobilinogène et en stercobilinogène. Ces produits sont éliminés avec les fèces et dans les

urines après transformation en urobiline et stercobiline.

Chez le fœtus, le métabolisme s'arrête à la bilirubine libre, forme qui passe le plus facilement

la barrière placentaire et est véhiculée vers le foie maternel. La plus grande part de la

bilirubine non conjuguée est excrétée par le placenta et conjuguée par le foie maternel. Une

petite partie est retrouvée sous forme de produits de dégradation dans le liquide amniotique et

les voies biliaires. Le foie foetal maintient le gradient nécessaire au passage foeto-maternel

par diffusion de la bilirubine non conjuguée.

En revanche, chez le nouveau-né, le métabolisme est complet, ce qui nécessite une prise en

charge par les mécanismes hépatiques.

La période transitoire pose problème. L'immaturité de la voie hépatique du nouveau-né qui

doit prendre le relais de la voie maternelle entraîne temporairement des taux de bilirubine

libre élevés.

56



Cellule réticulaire de la moelle

Erythroblaste 1

Hémosidérine

.

Fer

\
Ferritine

Stroma globulaire~
Mort des

GIObut rouge~

Hémoglobine <, 1

(globine + protoporphyrine + Fer

~
Met-hémoglobine
(id. mais fer +++)

/-----.
Pseudo (ou suIf) hémoglobine

(globine + cycle ouvert)

1 ~
~ globine biliverdineAA

PLASMA
Bilirubine libre

(indirecte)

Cycle
~-hépatiqUe

----... Urobiline
l

Urobilinogène

~
Stercobilinogène

~

Bilirubine conjuguée
(directe)FOIE

(Voie biliaire)

(Fèces) Stercobiline
(colorée)

Fig 4 : Destinée des composants de l'hématie
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L'adaptation est dépendante de :

- la diminution de la durée de vie des érytrocytes du nouveau-né et de la volémie

importante à cet âge

- du déficit transitoire en protéine Y et Z (5 à 20% des taux adultes à la naissance)

- du déficit transitoire de la glucuronoconjugaison

- de la réabsorption digestive de la bilirubine.

3.2) TRANSPORT

La bilirubine (pM= 585) est transportée dans le plasma liée à l'albumine (PM= 69000).

L'albumine possède trois sites de fixation pour la bilirubine, avec une affinité plus grande

pour le premier site (ka= 7x10 7 Mol).

Le site primaire de fixation se situerait au niveau des anses 3 et 4 de l'albumine, le

groupement aminé libre de la lysine 240 étant impliqué dans la liaison avec l'une des

fonctions carboxyles de la bilirubine.

En théorie, une mole d'albumine doit se lier avec une forte affinité à une mole de bilirubine.

Mais, il a été démontré que l'albumine sérique du nouveau-né avait un pouvoir de fixation

réduit de 10 à 50% par rapport à la valeur théorique (Cashore, 1977, 1980), d'autant plus que

l'enfant est malade. De plus, il existe des substances qui peuvent entrer en compétition avec la

bilirubine au niveau des sites de fixation; notamment lorsque le site de fixation de la

bilirubine est occupé par une drogue ou si la géométrie de la molécule d'albumine est

modifiée (Walker, 1987).

A titre d'exemple, l'administration à des prématurés d'un bactériostatique de la classe des

sulfamides comme le sulfisoxazole a été associée à l'apparition d'ictères nucléaires à des

concentrations basses de bilirubine sérique (Silvennan et al., 1956).
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Depuis, l'utilisation de certains composés (l'hématine, les acides-gras, les salicylates, le

benzoates) est contre-indiquée chez les nouveau-nés dans leur première semaine de vie et, par

extension chez la femme enceinte dans les deruières semaines de grossesse.

Outre l'albumine, il existe d'autres protéines qui peuvent transporter la bilirubine, notamment

la glutathion transférase, l'œ-foctoprotéine ou encore les HDL (High Density Lipoproteins).

3.3) CONJUGAISON

La bilirubine liée va être captée par l'hépatocyte au niveau des ligandines Y et Z, des enzymes

glutathion S-transférase, pour subir une glucuronoconjugaison. Ces ligandines possèdent 2

sites de fixation pour la bilirubine, un à forte affinité (ka=5xl07M-1
) et un à plus faible affinité

(ka=3xlOsM 1
) (Bhargava et al., 1978).

La catalyse de la conjugaison de la bilirubine par l'uridine diphosphate glucuronate

glucuronyltransférase ou UDP-glucuronyltransférase engendre à la fois des monoglucuronides

et des diglucuronides de bilirubine. L'activité de cette enzyme peut être induite par la

bilirubine elle-même, mais également par les anti-convulsivants dont le phénobarbital et les

contraceptifs stéroidiens (Maddrey et al., 1978 ; Leininger-Muller et al., 1994). Elle peut être

inhibée suite à des restrictions caloriques ou protéiques.

Chez l'adulte, la bilirubine est principalement excrétée dans la bile sous forme de

diglucuronide de bilirubine (80%) alors que la bile ne contient que 18% de monoglucurionide

(Fevery et al., 1977).

Il existe une faible quantité de bilirubine conjuguée présente dans la circulation systémique.

Les travaux montrent que chez les nouveau-nés à terme, les taux de bilirubine conjuguée

augmentent progressivement dans le plasma, ce qui correspond à la maturation de la

glucuronidation de la bilirubine (Muraca et al., 1987; Ullrich et al., 1991).

Chez les enfants prématurés, la bilirubine conjuguée est très faible; ce qui est compatible avec

une sévère immaturité de la glucuronidation. De plus, les glucuronides de bilirubine peuvent

subir une trans-estérification spontanée (non enzymatique) avec un groupe amine de

l'albumine et ainsi provoquer une élévation de la bilirubine conjuguée dans le sérum; cette

production étant nommée bilirubine delta.
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3.4) SECRETIONDE LA BILIRUBINE

La bilirubine conjuguée va être sécrétée dans la bile par un mécanisme de transport actif qui

limite la vitesse du processus global du métabolisme hépatique de la bilirubine.

Dans les conditions physiologiques, la bilirubine sécrétée dans la bile est exclusivement sous

forme conjuguée. En revanche, lorsqu'il y a photothérapie, des quantités importantes de

bilirubine non conjuguée peuvent se retrouver dans la bile.

3.5) METABOLISME DE LA BILIRUBINE DANS L'INTESTIN

Après être entrée dans la lumière intestinale, la bilirubine conjuguée va être oxydée par la

flore bactérienne en urobilinogènes. Environ 15% de la bilirubine excrétée au niveau biliaire

est réabsorbée, après déconjugaison par une B-glucuronidase, par l'intestin sous forme non

conjuguée: c'est le cycle entérohépathique La majorité des urobilinogènes, incolores, sont

oxydés en urobiline, composé coloré, et excrétés dans les fèces.

Les nouveau-nés possèdent de grandes quantités de B-glucuronidase qui peut hydrolyser la

bilirubine conjuguée en bilirubine (Odell et al.,1980) et leur flore intestinale est moins

importante (Silverman et al., 1956) ce qui contribue à diminuer l'élimination dans les fèces au

profit de la réabsorption.

4) CARACTERISTIQUES DE L'ICTERE

4.1) DEFINITIONS

Une des manifestations les plus fréquentes de l'hyperbilirubinémie est l'ictère. Le terme de

kernicterus (Kern, allemand: noyau et Ikterus, grec: jaune) a été utilisé pour la première fois

par Schmorl en 1903. Cette pathologie a été rapportée pour la première fois chez un nouveau

né par Hervieux en 1847 et se caractérise par une coloration jaune des noyaux du cerveau, ce

qui a donné son nom à l'ictère nucléaire.
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La saturation des molécules d'albumine va laisser une fraction non liée de bilirubine: la

bilirubine libre dont le danger est sa capacité de diffusion cellulaire. Classiquement, la liaison

albuminelbilirubine est défavorablement influencée par de nombreux facteurs: l'âge

gestationnel plus faible, les états de détresse vitale, l'acidose et l'hypoxie, l'hypothermie et

l'hypoglycémie.

La concentration sérique normale de bilirubine est inférieure à 17JiM, chez l'adulte. Elle

contient en majorité de la bilirubine libre insoluble dans l'eau et soluble dans les lipides. De

par ses propriétés, la bilirubine libre est toxique pour certains types cellulaires, notamment

pour les neurones.

4.2) CAUSES PRINCIPALES DE L'ICTERE

- Augmentation de la production de bilirubine

Cette première éventualité correspond à l'ensemble des hémolyses par incompatibilité rhesus

des groupes sanguins ou à l'occasion de diverses maladies érythrocytaires telles que la

Thalassémie ou le déficit en glucose-6-phosphate déshydrogénase.

- Défaut d'élimination

Cette cause relève principalement d'un déficit en une enzyme du métabolisme de la

bilirubine, la glucurony1transférase, du fait de son immaturité chez le nouveau-né. Dans de

rares cas, le déficit est pathologique et peut être partiel comme dans la maladie de Gilbert ou

total comme dans la maladie de Crigler-Najjar.

- Ictère physiologique

L'ictère physiologique ou ictère simple du nouveau-né correspond quant à lui à l'addition des

effets d'une hémolyse transitoire accrue et d'une immaturité des fonctions du système

hépatique dans le métabolisme de la bilirubine.
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4.3) MANIFESTATIONS DE L 'ICTERE NUCLEAIRE

Il est généralement admis qu'une concentration plasmatique de bilirubine totale de 150 à

20011M caractérise une hyperbilirubinémie modérée et qu'une concentration supérieure à

34011M (soit 20mg/ml) constitue une hyperbilirubinémie sévère nécessitant une photothérapie

et parfois une exsanguino-transfusion. Néanmoins, des études ont également révélé l'existence

d'ictères nucléaires à des concentrations de bilirubine plus faibles, surtout chez les prématurés

de faible poids de naissance (Nakamura et al., 1992 ; Stevenson et Brown, 1991 ; Ritter et al.

1982).

Du point de vue anatomopathologique, les régions cérébrales qui accumulent le plus de

bilirubine sont le globulus pallidus, l'hippocampe, la substance noire, les noyaux de divers

nerfs crâniens, notamment le VIII (Ahdad-Barmada et Moosy, 1984 ; Stem et Cashore, 1985).

Les signes cellulaires de l'ictère nucléaire se manifestent en plusieurs étapes. Dans un premier

temps, de 2 à 5 jours, on observe une coloration jaune au niveau du cytoplasme des neurones,

la présence de noyaux pycnotiques accompagnée d'une vacuolisation mitochondriale et

endoplasmique, une perte des corps de Nissl, tandis que le cytoplasme devient basophile. Un

peu plus tard, de 6 à 10 jours, les neurones basophiles présentent une augmentation de leur

densité nucleaire. Apparaît ensuite une dissolution cellulaire de certains neurones et une

minéralisation granulaire de leurs membranes plasmiques. Enfin, après 10 jours, une perte

neuronale est observée, avec une astrocytose ainsi qu'une démyélinisation des tractus optiques

(Van Bogaert, 1949; Haymaker et al., 1961; Malamud, 1961).

Les signes cliniques de l'ictère nucléaire sont un état léthargique, une hypotonie suivie d'une

hypertonie musculaire qui se généralise peu à peu à tout le tronc et des troubles végétatifs tels

que les apnées ou une instabilité hémodynamique. Des convulsions ou des crises en

opisthotonos peuvent apparaître, ainsi que des cris aigus.
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En absence de traitement, l'évolution peut être mortelle en quelques jours ou quelques

semaines en absence de traitement. Si l'enfant survit, il peut garder de graves séquelles telles

que des troubles spastiques, des mouvements choréoathétosiques, une surdité, un retard

mental, des troubles de la marche et de l'équilibre.De multiples travaux cliniques et

électrocliniques, notamment ceux de Nwaesei (1984), ont toutefois montré que certains

troubles du tonus ou des troubles auditifs pouvaient être réversibles lorsque les taux de

bilirubine dans le plasma reviennent à des valeurs plus modérées.

5) METHODES THERAPEUTIQUES

Les stratégies consistent à limiter la concentration plasmatique de bilirubine indirecte, en

particulier à la maintenir en-dessous de 340 umol/l chez les nourrisons à terme, au moyen de

la photothérapie ou de I'exsanguino-transfusion, essentiellement (Valaes, 1992). Bien que

l'exsanguino-transfusion ait été courante des années 1950 aux années 1970 et qu'elle soit

encore parfois nécessaire, la photothérapie est devenue la prise en charge normale de

1'hyperbilirubinémie,

5.1) LA PHOTOTHERAPIE

Cette méthode repose sur la photo-isomérisation de la bilirubine pour donner un composé

soluble dans l'eau qui s'élimine par la voie hépatique sans même être conjugué. C'est une

technique qui permet de diminuer la concentration plasmatique de la bilirubine non

conjuguée. Il permet de faire baisser le taux de bilirubine de 30% en 2 à 4 heures (Sender,

1994). La bilirubine accumulée au niveau des premières couches cellulaires de la peau du

nouveau-né peut être atteinte par le rayonnement qui modifie sa structure par des

arrangements stériques (Lightner, 1987). Les nouveau-nés sont exposés à la lumière bleue, la

longeur d'onde se situant entre 380 et 500 mn avec une efficacité maximale à 460 mn

(Dommergues et Danel, 1986). La photothérapie est le traitement le plus habituel dans l'ictère

du nouveau-né qui allie le triple avantage de l'efficacité, de l'innocuité et de la simplicité de

sa mise en œuvre. Néanmoins, il convient de prendre quelques précautions quant à

l'hyperthermie, aux pertes hydriques pouvant survenir à la suite de l'exposition prolongée à un

éclairement intense (Dommergues et Danel, 1986). Les yeux doivent être particulièrement

protégés en raison de l'effet délétère des radiations ionisantes.
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5.2) L'EXSANGUINO-TRANSFUSION

Elle est généralement utilisée lorsque la concentration de bilirubine plasmatique atteint des

niveaux élevés notamment lorsqu'elle est associée à une incompatibilité foeto-maternelle.

Dans le cas des nourrissons à terme sans facteur de risque, l'exsanguinotransfusion est

envisagée à des concentrations indirectes de bilirubine de 400 à 430i-!mol/1. Cette teclmique

permet alors d'éliminer des quantités importantes de bilirubine ainsi que les anticorps

responsables de l'hémolyse (Ahlfors, 1994).

Il s'agit d'une thérapeutique particulièrement invasive pour le nouveau-né, et qui peut

entraîner exceptionnellement de lourdes complications (infection, arrêt cardiaque, embolies

gazeuses, perforation vasculaire, entérocolite... ).

5.3) LA PERFUSION D'ALBUMINE

Elle permet d'apporter des sites de fixation pour la bilirubine et donc de diminuer la

concentration de bilirubine libre. Elle est en général utilisée dans l'attente d'une exsanguino

transfusion.

5.4) TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES

Différentes substances peuvent être administrées au nouveau-né, comme le phénobarbital qui

induit l'activité de la glucuronyltransférase et augmente l'excrétion de la bilirubine. Ce

médicament peut être aussi donné à la mère avant la naissance de l'enfant (Wallin et Boreus,

1984) ; il n'est aujourd'hui plus guère prescrit par crainte d'effets dépresseurs associés

(Gabilan, 1991).

La glucoronyltransférase peut également être induite par le clofibrate, mais ce traitement ne

peut être utilisé lorsque l'hyperbilirubinémie est liée à une incompatibilité sanguine ABO

(Sender et al., 1994).

64



Il est possible de limiter la formation initiale de bilirubine par l'administration de

métalloporphyrines. Ces substances jouent le rôle de compétiteur de l'hème vis-à-vis de

l'hème oxygénase. D'ailleurs, il a été montré qu'une injection de SnJmésoporphyrine lors dès

premières 24 heures de vie de nouveau-nés porteurs d'une incompatibilité ABO, permettait de

diminuer de 41% le taux de bilirubine (Valaes et al., 1994).

6) MODELES EXPERIMENTAUX

D'HYPERBILIRUBINEMIE

6.1) ETUDES IN VIVO

La plupart des modèles développés ont recours à une perfusion intraveineuse de bilirubine, de

concentration variable. Néanmoins, certains auteurs ont réussi à reproduire un ictère nucléaire

en provoquant par injection d'antiglobulines hétéroimmunes, une hémolyse chez des chiens et

des chats (Eyquem, 1949).

De plus, il existe une souche de rats, les rats Gunn, connue pour développer une

hyperbilirubinémie génétique. Il existe différentes lignées de rats Gunn pour lesquelles les

taux de fréquence d'ictère nucléaire et de mortalité sont variables (Stobie et al., 1991). Ce rat

présente un déficit de conjugaison provoquant une hyperbilirubinémie non conjuguée

correspondant à la maladie de Crigler Najjar de type 1 chez l'homme (Roy Chowdhury et al.,

1993). Ce déficit de conjugaison résulte en l'absence d'une ou plusieurs formes d'UDP

glucuronyltransférase et/ou de la présence de formes déficientes (Falany et Tephley, 1983;

Roy Chowdhury et al., 1986).

Bien que ce modèle soit particulièrement adapté à l'étude de l'ictère nucléaire,

l'expérimentation demeure relativement difficile dans la mesure où la survie de cette lignée

est limitée.
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6.2) ETUDES IN VITRO

La plupart des travaux ont été réalisés sur des cultures tissulaires. De nombreux modèles ont

recours à des tissus non neuronaux comme des hépatocytes, des fibroblastes, des erythrocytes,

ou encore des leucocytes (Nelson et al., 1974; Shimabuku et Nakamura, 1983). Certains

auteurs ont étudié les effets de la bilirubine sur des lignées de cellules neuronales, comme les

neuroblastomes. Ils ont d'ailleurs démontré l'existence d'une susceptibilité spécifique face à

la bilirubine, de lignées différentes de cellules neuronales, variant en fonction du stade de

différenciation de la cellule (Notter et Kendig , 1986). Outre ces approches, les synaptosomes

(terminaisons nerveuses isolées) représentent de bons modèles pour l'étude des altérations

synaptiques engendrées par la bilirubine (Amato et al., 1994).

Néanmoins, l'hétérogénéité des modèles mis en œuvre a apporté des réponses souvent

différentes et, par conséquent, rend difficile la compréhension des perturbations liées à

l'hyperbilirubinémie.

7) TOXICITE CEREBRALE DE LA BILIRUBINE

7.1) ROLE DE LA BARRIERE HEMATO

ENCEPHALIQUE (BHE)

Pour que la bilirubine puisse agir au niveau du cerveau, elle doit passer la barrière hémato

encéphalique (Diamond et al., 1966). Celle-ci possède une architecture vasculaire particulière

(Hanrmond et Tritsch, 1990). L'endothélium ne contient ni fenestration, ni pores et est entouré

d'une couche ininterrompue d'astrocytes. Des jonctions serrées relient de façon continue

chaque cellule. La BHE limite et contrôle les mouvements de solutés entre le sang et le

cerveau. Elle est imperméable aux macromolécules comme l'albumine. Chez le rat, la

perméabilité de la BHE diminue avec sa maturation. En effet, le transfert de l'inuline ou du

saccharose accuse une baisse de 40 à 60% entre le Zème jour et le 18ème jour de vie postnatale

(Ferguson et Woodbury, 1969).
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Peu de bilirubine passe cette barrière en temps normal et ceci uniquement sous la forme de

"bilirubine libre". C'est la raison pour laquelle les concentrations cérébrales de bilirubine sont

bien inférieures aux concentrations plasmatiques et qu'il est plus approprié de parler de

concentration cérébrale de bilirubine libre dans la gamme nanomolaire, d'autant plus si l'on

s'intéresse aux cas des ictères nucléaires à faibles concentrations de bilirubine. Ainsi, Bowen

et al, (1959) ont évalué la concentration en bilirubine à 9 nmol/1 dans le cerveau de chiots

nouveau-nés pour une concentration sérique en bilirubine de 600 umol/l. Les mêmes

observations ont été faites chez des rats ou des porcelets hyperbilirubinémiques (Bratlid,

1983, 1984). Chez l'homme, Meisels et al., (1981,1982) ont mesuré la concentration de

bilirubine dans le liquide céphalo-rachidien et ont trouvé 5 umol/l pour une concentration

plasmatique des enfants de 222 umol/l.Jl convient de préciser que les concentrations de

bilirubine, notamment cérébrales, varient beaucoup entre les auteurs en fonction de la

technique de dosage utilisée. De plus, les concentrations rapportées ne spécifient pas toujours

de quelle forme de bilirubine il s'agit; or seule la bilirubine libre est toxique.

De plus, il existe au niveau de la barrière une protéine Pgp, codée par le gène mdr la, qui joue

un rôle dans la limitation de l'influx de bilirubine dans le système nerveux central. C'est une

glycoprotéine transmembranaire de l70kDa dont l'expression augmente avec le

développement postnatal (Matsuaka et al., 1999). Watchko et al. (1998) ont montré que la

bilirubine était un substrat pour cette protéine. Le mécanisme d'action des Pgp semble être

essentiellement une diminution de l'accumulation des cytostatiques intracellulaires par une

expulsion active (Azzaria et al., 1989) ou par une redistribution intracellulaire (Willingham et

al., 1986) de la substance concernée.

Néanmoins, la capacité à traverser la BHE peut être augmentée dans différentes conditions.

Ainsi, Rapoport et al. (1984) ont montré que la BHE pouvait être lésée à la suite d'une

asphyxie, au moins chez les animaux matures.De plus, 1'hypercapnie, souvent associée à

l'hypoxie, est en soi un facteur de lésions de la BHE (Johansson et Nilsson, 1977), via une

vasodilatation accrue et une augmentation de la circulation sanguine cérébrale.
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7.2) TOXICITE CELLULAIRE

a) Liaison de la bilirubine aux cellules

Une fois passée la BHE, la bilirubine est essentiellement présente sous forme libre dans le

tissu cérébral.

Les résultats de Wennberg (1988), indiquent que la liaison de la bilirubine aux cellules est

directement proportionnelle à la concentration extracellulaire en ions hydrogène. Un simple

proton peut permettre la conversion de la bilirubine dianionique en bilirubine monoanionique,

molécule hydrophobe à l'exception d'une charge à un pôle qui lui confère un caractère de

détergent. D'ailleurs, Vasquez et al. (1988) ont montré sur des cultures cellulaires que la

bilirubine monoanionique pouvait former un complexe électrostatique avec les groupes

lipidiques cationiques des membranes, notamment avec des gangliosides et la

sphingomyéline.

Dans des conditions particulières, il peut y avoir addition d'un second proton qui permet

l'obtention de bilirubine diacide, forme capable de traverser les membranes. Quand la capacité

de la membrane pour la bilirubine est saturée, il se produit des agrégats irréversibles de

bilirubine diacide. Il semble que cette entrée de bilirubine puisse être réversible dans les

premiers temps par incorporation d'albumine au milieu.

b) Toxicité neuronale

Nous nous intéresserons ici à la toxicité sur les neurones car c'est la dégénérescence de ces

cellules qui occasionne le tableau neurologique lié à l'ictère nucléaire.

Il convient toutefois de préciser que la toxicité de la bilirubine n'est pas spécifique aux

neurones; les cellules gliales peuvent aussi subir cette toxicité mais pour des concentrations

nettement supérieures.
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bl) Processus toxique

Un processus de toxicité de la bilirubine a été décrit; il se décompose en trois temps.

- La première étape se manifeste par des agrégats de bilirubine au niveau des

terminaisons nerveuses qui produisent des potentiels d'action plus faibles. Une diminution du

potentiel membranaire a été observée suite à un mécanisme d'altération de la perméabilité aux

ions à l'origine d'une diminution de la conduction nerveuse.

- Dans un deuxième temps, la bilirubine se lie à des composants cellulaires et

entraîne des déficiences du transport des substrats, de la synthèse de neurotransmetteurs et des

fonctions mitochondriales.

- Au cours de la troisième étape, un transport rétrograde de la bilirubine vers le

corps cellulaire engendre le dysfonctionnement et la dégénérescence neuronale avec présence

de noyaux pycnotiques.

b2) Sites d'action de la bilirubine

Les études in vivo ont dévoilé un grand nombre de sites d'action cellulaire de la bilirubine.

Ceux-ci diffèrent selon les auteurs et la concentration de bilirubine utilisée.

Des études sur la synthèse de la dopamine ont révélé que de fortes concentrations de

bilirubine in vitro peuvent inhiber la capture de tyrosine, précurseur de la dopamine, ce qui

crée des perturbations de la transmission synaptique. D'autres études ont mis en évidence cet

effet délétère au niveau de la conduction nerveuse et de la transmission synaptique. Ainsi, la

bilirubine non conjuguée est capable de réduire les potentiels de membrane dans les

synaptosomes (Mayor et al., 1986) et de diminuer les potentiels d'action au niveau de coupes

cérébrales d'hippocampe (Hansen et al., 1988).

La perturbation du métabolisme énergétique des cellules par la bilirubine est connue depuis

longtemps. Katoh-Semba (1976) a observé sur des cultures de neurones issus de rats Gunn,

que la bilirubine avait la capacité d'inhiber l'activité glycolytique et d'inhiber des enzymes

telles que I'hexokinase, la phosphofructokinase, et la glyceraldehyde-3-phosphate

déshydrogénase.
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De plus, Schutta et al. (1967) ont mis en évidence la présence de mitochondries

hypertrophiées contenant de grandes vésicules de grains de glycogène. L'inhibition de la

chaîne de transport d'électrons, de la malate déshydrogénase et la NAD+ isocitrate

déshydrogénase provoquerait une diminution du catabolisme du glucose qui serait ainsi

utilisable en plus grande quantité pour la synthèse de glycogène. Toujours au niveau du

métabolisme énergétique, la bilirubine entraîne une diminution de l'utilisation cérébrale locale

du glucose chez le rat de 10 jours (Roger C et al., 1995). Cette faible utilisation de glucose

provoque une diminution de la respiration mitochondriale et de la phosphorylation oxydative

(Emster et al., 1957). Ceci va provoquer une diminution de la quantité d'ATP produit par la

voie aérobie. La déplétion en ATP (Seidt et al., 2000) va engendrer une perte de

l'homéostasie cellulaire. D'ailleurs, des études sur des neuroblastomes en cultures ont montré

que la bilirubine était capable de diminuer l'activité de la Na+/K+-ATPase (Amit et al., 1989),

provoquant des perturbations du transport des ions K+et Na+(Corchs et al., 1982), qui

pourraient être à l'origine d'une mort cellulaire retardée. A ce titre, il a été observée dans des

modèles de neurones isolés de jeunes rats (Rodrigues et al., 2002) ou sur cultures de cellules

endothéliales de cerveaux bovins (Akin et al., 2002) que la bilirubine était capable d'induire

l'apoptose.

Au niveau de la transduction du signal apoptotique, la protéine kinase C et la CAM kinase II

semblent être toutes deux impliquées (Ohtani et al., 1995; Shen et Mayer, 1999). Ainsi, la

protéine kinase C protégerait les neurones d'une mort induite par un stress oxydant en

modulant les activités de différentes MAPK, notamment par l'activation de ERK et

l'inhibition de p38 (Maher, 2001). Or, la bilirubine inhibe l'activité de la protéine kinase C

(Sano et al., 1985 ; Amit et al., 1993 ; Wolvetang et al., 1994), et atténue ainsi son éventuelle

protection.

De plus, la bilirubine serait capable d'inhiber la recapture du glutamate par les astrocytes

(Silva et al., 1999), ce qui suggère une augmentation de la concentration extracellulaire du

glutamate, lequel pourra exercer des effets neurotoxiques, comme nous l'exposerons dans la

troisième partie de cette introduction.
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Dès 1969, Brodersen et Bartels ont montré que le cerveau avait la possibilité de se défendre

contre la toxicité de la bilirubine en oxydant cette molécule. Selon Hansen (1997), la fonction

d'oxydation de la bilirubine qui permettrait sa dégradation se situe au niveau de la membrane

mitochondriale. L'enzyme responsable est cytochrome-c dépendante et aurait la capacité

d'oxyder des taux de bilirubine de l'ordre de 100-300pmol/mg de protéine/minute (Hansen et

al, 2000). La détoxification est moins importante et plus lente dans le cerveau immature, un

processus susceptible d'être à l'origine d'une diminution de la vulnérabilité vis-à-vis de la

bilirubine avec l'âge.

B) BILIRUBINE ET HYPOXIE

Dès 1964, Lucey et al., ont suggéré qu'un antécédent hypoxique serait requis pour le

développement d'une encéphalopathie consécutive à une hyperbilirubinémie. Les lésions

neurologiques associées à l'asphyxie périnatale ont sensiblement la même localisation

cérébrale et présentent des manifestations similaires à celles observées dans l'encéphalopathie

à la bilirubine (Cowger, 1973 ; Myers, 1979 ; Odell, 1981). En outre ,les zones

d'accumulation de la bilirubine sont les mêmes que celles qui sont lésées dans le cadre d'une

encéphalopathie liée à la bilirubine (Kim et al., 1980) ou d'une asphyxie périnatale (Vannucci

et Plum, 1975).

Ainsi, il est généralement admis que l'hypoxie représente un facteur de risque vis-à-vis de

l'ictère nucléaire. L'acidose initiée par l'hypoxie pourrait jouer un rôle déterminant, en raison

des lésions de la BHE qu'elle engendre et qui facilitent le passage de la bilirubine (Kim et al.,

1980). Mayor Jr et al. (1985) ont observé une augmentation de la concentration cérébrale en

bilirubine durant une période d'anoxie in vivo ainsi que dans les jours qui suivent la

réoxygénation. De plus, l'acidose interviendrait également sur la solubilité de la bilirubine, en

favorisant la forme diacide (H2B) qui traverse plus facilement les membranes (Brodersen,

1979).
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Comme la bilirubine, une agression hypoxique provoque une diminution de l'activité de la

NN/K:-ATPase, (Mayevsky 1992; Mishra et Delivoria-Papadopoulos, 1999; Qiao et al.,

2002), ce qui pourrait accentuer les perturbations de l'homéostasie ionique, ou au moins

ralentir la récupération de cette homéostasie.

En outre, lors de la réoxygénation cellulaire qui fait suite à un épisode hypoxique, il se forme

des espèces actives de l'oxygène, à l'origine de lésions additionnelles. L'hypoxie, par ailleurs,

inactiverait les enzymes thiols impliquées dans la détoxification de ces radicaux (Uto et al.,

1995) et il a été suggéré qu'une déficience de l'activité de telles enzymes pourrait jouer un rôle

dans la survenue d'une hémolyse néonatale ou d'un ictère (Bracci et al., 1988). De plus,

certains auteurs ont montré que le stress oxydant pouvait induire l'hème oxygénase et donc

augmenter la synthèse de bilirubine. Keyse et al., (1989) ont montré que l'hème oxygénase

était une HSP (Heat Shock Protéin), notamment induite par les UVA ou le peroxyde

d'hydrogène. Ces observations ont permis à de nombreux auteurs de voir en la molécule de

bilirubine un antioxydant potentiel. Ainsi, selon Dudnik et al. (1998), la bilirubine est capable

de protéger les membranes lipidiques de l'oxydation par les radicaux libres.

Quoi qu'il en soit, l'hypoxie serait-elle seulement un facteur facilitant l'entrée de la bilirubine

dans le cerveau ou bien existe-t-il une quelconque synergie de ces deux types d'agression au

niveau cellulaire? D'autre part, l'hyperbilirubinémie peut-elle influencer la réponse cérébrale,

et en particulier celle des neurones, à l'hypoxie ?
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III) EXCITOTOXICITE LIEE AU GLUTAMATE,

IMPLICATION DANS L 'HYPOXIE-ISCHEMIE ET

L 'HYPERBILIRUBINEMIE

A) INTRODUCTION SUR LE ROLE DU GLUTAMATE

Le glutamate est un acide aminé synthétisé par l'organisme, notamment au niveau du tissu

cérébral puisqu'il ne peut franchir la BHE (Fagg et Foster, 1983). Il est considéré, avec

l'aspartate comme le représentant essentiel des acides aminés excitateurs (ou AAE).

Largement distribué dans le cerveau, ce neurotransmetteur joue un rôle majeur dans le

développement du système nerveux central où il intervient comme facteur neurotrophique

(Engelsen, 1986). Il est également reconnu pour participer au processus d'apprentissage et à la

mémorisation (Collingridge et Lester, 1989; Mc Entee et Crook, 1993).

En regard des actions bénéfiques du glutamate, de nombreux travaux ont suggéré que les

AAE étaient impliqués dans la genèse de lésions neuronales consécutives à diverses

pathologies neurodégénératives, et notamment dans les conséquences des affections,
vasculaires. A titre d'exemples on implique le glutamate dans la chorée de Huntington, la

sclérose latérale amyotrophique (SLA), la maladie d'Alzheimer et les convulsions.

B) METABOLISME ET LIBERATIONDU GLUTAMATE

Au niveau du SNC, le glutamate est synthétisé dans les terminaisons nerveuses à partir de

l'acide a cétoglutarique provenant du cycle de Krebs. Il peut avoir d'autres origines comme la

glutarnine ou encore l'ornithine. Le glutamate nouvellement synthétisé s'accumule dans les

vésicules synaptiques. A l'occasion de l'arrivée d'un train de potentiels d'action, la terminaison

présynaptique libère le glutamate qui sera en mesure d'agir sur ses différents récepteurs.
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La recapture peut être réalisé par les neurones eux-même ou par les cellules gliales par

l'intermédiaire de transporteurs (DanboIt et al., 1994), nommés GLTl (Pines et al., 1992 ;

Rothstein et al., 1999), GLAST (Storck et al., 1992; Rothstein et al., 1999) et EAACI (Kanai

et Rediger, 1992). Ces transporteurs appartiennent à une même famille de protéines ayant en

commun dix segments transmembranaires (Vandenberg, 1998). GLAST et GLT-l sont

principalement localisés au niveau des astrocytes (Lehre et al., 1995), alors que EAACI serait

présent sur les neurones (Rothstein et al., 1994). Les mécanismes du transport ne sont pas

connus définitivement (Takahashi et al., 1997), mais il semblerait que larecapture du

glutamate utilise le gradient électrochimique du sodium (Zerangue et al., 1996). D'ailleurs, le

couplage entre la libération du glutamate et son recaptage par l'atrocyte est tel que le courant

sodique lié au recaptage du glutamate refléte fidélement la libération de glutamate par les

terminaisons synaptiques (Bergles et al., 1997). 11 apparaît que le transport est électrogénique

en générant une charge positive à l'intérieur de la cellule, les apports d'énergie nécessaires

étant fournis par les gradients de sodium et potassium maintenus par les pompes Na+/K+

ATPase. Cette pompe Na+/K+-ATPase jouerait aussi un rôle dans le couplage entre l'activité

neuronale et l'entrée du glucose dans le cerveau (Pellerin et al., 1997). En effet, Pellerin et

Magistretti (1994) ont proposé que la capture du glutamate déclenchait une entrée de glucose

dans l' astrocyte. L'augmentation locale de sodium intracellulaire qui accompagne le

recaptage du glutamate activerait la Na+/K+-ATPase, et surtout la sous unité a2. Cette

activation, associée à l'augmentation de consommation d'ATP aurait pour conséquence

d'activer la consommation de glucose. Après avoir été recapturé, le glutamate peut être

converti en glutamine ou oxydé en acide a cétoglutarique pour rejoindre le pool précurseur du

glutamate (fig 5).

Les systèmes neuronaux utilisant le plus le glutamate comme neurotransmetteurs, sont les

efférences corticales et cérébelleuses ainsi que les afférences et les efférences hippocampiques

(Mahler et al., 1995).
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C) RECEPTEURS

Le glutamate apparaît comme un agoniste mixte, capable d'activer différents récepteurs. Ces

derniers ont des propriétés physiologiques et pharmacologiques distinctes, et sont répertoriés

selon l'agoniste dont la fixation engendre la réponse la plus spécifique (Greenarnyre et Porler,

1994) (tableau 3).

On peut regrouper les récepteurs du glutamate en deux catégories majeures: les ionotropes,

couplés à des canaux ioniques et les métabotropes, couplés à des protéines G (Monaghan et

al., 1989). Les récepteurs ionotropes comprennent le complexe NMDA, les récepteurs AMPA

(Acide a-amino-3-hydroxy-S-methyl-4-isoxazole propionique ou encore appelés quisqualate),

kaïnate et les récepteurs présynaptiques L-AP4 (2-amino-4-phosphobutanoate).

1) RECEPTEURS NMDA

Ce type de récepteur correspond à un complexe macromoléculaire associé à un canal ionique

essentiellement perméable aux ions Ca2+ mais également aux ions Na+ et K+ (fig 6). Deux

ligands sont nécessaires à l'activation du récepteur: le glutamate et la glycine, chacun ayant

son propre site de liaison. La glycine permet d'augmenter la fréquence d'ouverture du canal

ionique (Kleckner et Dingledine, 1988). Il existe un troisième site de fixation sur le récepteur

correspondant à la liaison des polyamines qui potentialisent l'action du glutamate mais dont la

présence n'est pas indispensable au fonctionnement du récepteur (Scatton, 1993).

Deux ions sont importants dans la régulation du récepteur NMDA : le magnésium et le zinc.

Le magnésium intervient en bloquant le canal d'une façon voltage-dépendante alors que le

zinc le bloque indépendamment du voltage (Siegel et al., 1994). Ainsi, au repos, le canal du

récepteur est soumis à une inactivation par le magnésium présent dans le milieu

extracellulaire. Une forte dépolarisation est nécessaire pour lever ce blocage et permettre

l'activation du canal. Dans des conditions de faibles stimulations, le récepteur NMDA

intervient peu dans la transmission synaptique. En revanche, dans des conditions de fortes

stimulations, comme c'est le cas lors d'une anoxie, la dépolarisation va lever le blocage du

canal par le magnésium et donc induire un influx de calcium dans la cellule.
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Le récepteur NMDA possède une structure hétérodimèrique, composée de différentes sous

unités. Il existe deux familles de sous-unités: les NMDARl et les NMDAR2. La sous-unité

NMDARl est nécessaire et suffisante pour l'activité du récepteur (Nakanishi, 1992).

Exprimée seule, la sous-unité NMDAR2, possédant 4 isoformes de A à D, ne peut former un

récepteur fonctionnel. Chaque isoforme de la sous-unité NMDAR2 peut se combiner à une

sous-unité NMDARl pour former un récepteur aux propriétés distinctes (Monyer et al., 1992

; Widdowson et al., 1995). Les sous unités NMDARl sont largement présentes dans le

cerveau, la distribution des NMDAR2 étant plus hétérogène. A titre d'exemple, les NMDAR2

A se trouvent dans l'hippocampe, le cortex et le cervelet, les NMDAR2B dans l'hippocampe

tandis que les NMDAR2 D sont exprimées seulement pendant le développement (Monyer

1992).

Ces récepteurs NMDA paraissent jouer un rôle fondamental au cours du développement

cérébral. Au niveau cellulaire, pendant la différenciation, l'activation des récepteurs NMDA

favorise la survie des cellules granulaires du cervelet en culture; les anti-NMDA bloquant cet

effet trophique (Balazs et al., 1988). Plus récemment, il a été montré que la stimulation des

récepteurs du glutamate aurait un effet inhibiteur sur la neurogenèse qui persiste à l'âge adulte

au niveau de l'hippocampe du rat, le blocage des récepteurs Nl\1DA stimulant au contraire la

production de neurones (Cameron et al., 1995). L'implication des récepteurs NMDA dans le

développement cérébral explique en partie les nombreux effets secondaires que peuvent

occasioner les antagonistes des récepteurs NMDA chez le sujet en développement,

notanrment en termes de déficits d'apprentissage ou de mémoire (Whishaw et Auer, 1989 ;

Wozrriak et al., 1990).
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Récepteurs Agonistes Antagonistes
(outre le glutamate)

NMDA NMDA, Quisqualate . MK801, PCP, AP5,AP7

AMPA AMPA, Quisqualate, Kaïnate CNQX,NBQX

Kaïnate Kaïnate, Quisqualate, Acide CNQX,NBQX

domique

Métabotropiques Quisqualate, tACPD LcAP3/4

Tableau 3 : Principaux agonistes et antagonistes des récepteurs du glutamate
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2) RECEPTEURS AMPA

Le récepteur AMPA est associé à un canal perméable aux ions Na+, K+ et éventuellement

Ca2+. C'est également un complexe hétérodimérique (fig 7).

Quatre sous-unités ont été mises en évidence, de Glu RI à R4 ou Glu RA à RD (Wisden et

Seeburg, 1993). La combinaison de ces sous-unités constitue des récepteurs aux propriétés

distinctes et détermine notanunent la perméabilité aux ions Ca2+ (Hollman et al., 1991). Ils

sont connus pour être responsables de la majorité de la neurotransmission glutarnatergiques,

où ils assurent la composante voltage-indépendante de la réponse synaptique (Mayer et

Miller, 1991 ; Greenamyre et Porter, 1994). L'antagoniste le plus spécifique de récepteur

AMPA est le NBQX( 6-nitro-7-sulfamoylbenzo-quinoxazoline-2.3-dione) auquel le récepteur

NMDA est insensible (Greenamyre et Porter, 1994).

Ils sont principalement localisés dans le télencéphale et au niveau du système limbique, en

corrélation étroite avec les récepteurs NMDA (Safieddine et Eybalin, 1992).

3) RECEPTEURS KAÏNATE

Ce récepteur est associé à un canal ionique perméable aux ions Na+, K+ et Ca2+. Wisden et

Seeburg (1993), ont mis en évidence cinq sous-unités, de Glu R5 à R7 et KAl, KA2. La

localisation majoritairement présynaptique des récepteurs kaïnate, associée à l'ouverture

voltage-indépendante de leur canal ionique en réponse à une stimulation, laisse supposer un

rôle modulateur de la libération des AAE. Ces récepteurs se trouvent principalement au

niveau de la couche CA3 de l'hippocampe, des couches profondes du cortex et dans le

cervelet.

4) RECEPTEURS L-AP4

Sa dénomination provient de l'action antagoniste du L-AP4 au niveau de certaines synapses

glutamatergiques (Monaghan et al., 1989). Ce récepteur pourrait être un autorécepteur

contrôlant la libération du glutamate par les terminaisons nerveuses.

79



5) RECEPTEURS METABOTROPES

La présence de ces récepteurs est concentrée au niveau télencéphalique et dans les couches

CA2 et CA3 de l'hippocampe.

Ces récepteurs sont couplés à une protéine G (fig 8). Nicoletti et al. (1986) ont dénombré huit

sous-types de récepteurs métabotropes (de mGlu RI à R8), dont l'activation engendre, selon

l'isofonne, une augmentation du métabolisme des phosphoinositides, une libération d'acide

arachidonique ou des modifications du taux d'AMP cyclique (Schoepp et Conn, 1993 ;

Bockaert et al., 1993 ; Goh et Ballyk, 1993). Cette catégorie de récepteurs peut être stimulée

par le glutamate ou le quisqualate mais pas par les agonistes des récepteurs ionotropes comme

l'AMPA ou le kaïnate. De nombreux auteurs ont émis l'hypothèse que ces récepteurs

participeraient au processus de potentialisation à long terme en modulant la transmission

synaptique (Gereau et Conn, 1995). Enfin, selon Schoepp et Conn (1993), ils seraient

impliqués dans des mécanismes aussi bien neuroprotecteurs que pathologiques.
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D) NOTION D'EXCITOTOXICITE

1) PRINCIPE

Olney (1971) a employé le terme d'« excitotoxicité » pour décrire le phénomènede libération

excessive d'acides aminés excitateurs suivie d'une hyperstimulation des récepteurs,

susceptible d'entraîner la mort cellulaire. Le pouvoir cytotoxique du glutamate a ainsi été mis

en relation avec la capacité à dépolariser les neurones.

Dans ce contexte, les données de la littérature montrent que l'acide kainique (kainate)

représente l'agent le plus efficace, suivi, par ordre d'activité décroissante, du quisqualate, du

NMDA, de l'acide homocystéique, de l'aspartate et du glutamate. L'administration de ces

agents cytotoxiques est d'ailleurs fréquemment utilisée comme outil pour créer des lésions

localisées du système nerveux, par injection locale.

Selon Dessi et al. (1994), la toxicité du glutamate repose sur deux principes.

Le premier met enjeu une mort cellulaire brutale. En effet, la dépolarisation membranaire du

neurone postsynaptique va entrainer une entrée de Na+ et Ca2+ dans la cellule suivie

secondairement d'un influx d'ions cr, eux-même accompagnés d'une entrée d'eau. La cellule

va alors gonfler et être lysée (Mc Donald et Johnston, 1990).Cette mort de type nécrotique est

généralement obtenue in vitro pour des concentrations de glutamate très élevées.

Le deuxième principe met enjeu une cascade de réaction aboutissant à une mort cellulaire

retardée. Elle se caractérise par un influx massif d'ions Ca2
+ dans dans la cellule résultant

provenant essentiellement de l'activation des récepteurs NMDA. Secondairement, ce Ca2
+ va

pouvoir activer différents systèmes enzymatiques, aboutissant à une mort cellulaire retardée

(Greenamyre et Young 1989; Doble, 1995).

D'après plusieurs études, les mécanismes de la mort neuronale excitotoxique semblent donc

impliquer à la fois la nécrose et l'apoptose (Ferrer et al., 1995 ; Lesort et al., 1997 ; Yoon et

al., 1998).
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L'implication d'un processus apoptotiques dans la mort neuronale induite in vitro par un

stress excitotoxique est d'ailleurs mise en évidence dans de nombreux travaux (Ikeda et al.,

1996 ; Figiel et al., 1996 ; Figiel et Kazmarek, 1997). Ainsi, la fragmentation nucléaire est

observée dans les 12 à 24 heures suivant le stress excitotoxique, et elle est précédée de la

fragmentation des lamines nucléaires (Ankarcrona et al., 1996). De plus, la mort neuronale

par apoptose induite par le glutamate est atténuée, in vitro par une surexpression de Bcl-2

(Behl et al., 1993) ou in vivo par l'inhibition des caspases (Hara et al., 1997). Uberti et al.

(1999), ont même suggéré l'existence d'un programme transcriptionnel activé par la

stimulation des récepteurs au glutamate dans lequel p5û et p5Jjoueraient un rôle certain.

Ce processus de mort cellulaire, mis en évidence par exemple au niveau de la région CAl par

Wallis et Panizzon (1995) dépendrait de l'activation des récepteurs NMDA. Il est également

envisagé que l'excitotoxicité du glutamate impliquerait initialement une stimulation des

récepteurs AMPAikainate qui induiraient une dépolarisation à l'origine de l'activation

secondaire des récepteurs NMDA, eux-même responsables de l'entrée massive de calcium.

Mais le glutamate peut aussi activer des récepteurs métabotropes, responsable de l'activation

de la Phospholipase C qui hydrolyse les phosphoînositides membranaires pour former des

acides gras libres comme l'inositol triphosphate (IP3) et le diacylglycérol ou (DAG). L'IP3 va

alors activer la libération dans le cytoplasme du calcium retenu dans le réticulum

endoplasmique et le DAG va transloquer la PKC cytosolique vers la membrane et ainsi

activer la Phospholipase A2, qui fragilise la membrane plasmique en induisant la formation

d'acide arachidonique (Reynolds et Hastings, 1995). Ce dernier est impliqué dans de

nombreux processus pathologiques (Farooqui et Horrocks, 1994), et favorise la formation de

radicaux oxygénés responsables de la peroxydation membranaire.

Néanmoins, certains auteurs ont décrit une mort neuronale présentant à la fois les

caractéristiques de la nécrose et celles de l'apoptose : comme la condensation cytoplasmique

ou la fragmentation de la chromatine associés à un gonflement du réticulum endoplasmique et

des mitochondries (Regan et al., 1995 ; Isaev et al., 1996). Selon Sohn et al. (1998),

l'exposition de neurones corticaux de souris au glutamate provoquerait une nécrose atypique,

avec notamment fragmentation d'ADN et condensation de la chromatine.
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En fait, le profil de mort neuronale consécutif à un stress excitotoxique semble être dépendant

de l'intensité de l'agression initiale. Selon Bonfoco et al. (1995), l'exposition à de très fortes

concentrations d'acides aminés excitateurs entraîne une mort neuronale nécrotique alors qu'un

stress plus modéré provoque l'apoptose. De plus, il semble que pour un même stress, le type

de mort neuronale varie au cours du temps. La mort survenant juste après l'agression

excitotoxique est nécrotique alors que l'apoptose n'est observée que plusieurs heures après

(Ankarcrona et al., 1995).

Par ailleurs, les données proposant une mort neuronale programmée à la suite d'un stress

excitotoxique ne sont pas confirmées par tous les auteurs (Dessi et al., 1993 ; Yan et al.,

1994), peut-être en raison de la disparité des différents modèles utilisés.

2) IMPLICATION DUPROCESSUS EXCITOTOXIQUE

DANS L 'HYPOXIE-ISCHEMIE

Lors d'une agression hypoxique/ischémique in vivo, on assiste à une libération accrue de

glutamate en relation avec l'augmentation de la concentration calcique (Wahl et al., 1994).

L'entrée de glutamate dans la cellule s'accompagne d'un co-transport de sodium et d'une

sortie de potassium (Kanai et al., 1993), les apports d'énergie nécessaires étant fournis par les

gradients de sodium et potassium maintenus par les pompes Na+/K+-ATPases. L'épuisement

des réserves énergétiques conduit à une inversion du fonctionnement des transporteurs

d'AAE, empêchant la recapture du glutamate extracellulaire (Madl et Burgesser, 1993) Ainsi,

par un fonctionnement inversé des transporteurs de glutamate consécutivement à une

inhibition de la Na+fK+-ATPases, il existerait une potentialisation de l'accumulation

extracellulaire de glutamate susceptible d'engendrer un processus de neurodégénérescence

(Budd, 1998 ; Rossi et al., 2000). De plus, ce phénomène s'accompagne d'une réduction du

transport des AAE au niveau neuronal et glial (Benveniste et al., 1984 ; Hagberg et al., 1985;

Bradford et al., 1987 ; Wahl et al., 1991). Il en résulte donc une augmentation considérable

des taux de glutamate extracellulaire qui provoque une activation prolongée des récepteurs.

Les neurones affectés libèrent à leur tour des AAE et le processus s'étend.
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Par ailleurs, en réponse à une hypoxie in vivo, les propriétés des récepteurs NMDA sont

modifiées (Fritz et al., 1999; Hoffman et al., 1994 ; Mishra et al., 1992; Cheung et al.,

2001), ce qui a pour effet de faciliter l'activation du récepteur et ses conséquences (Zanelli et

al., 1999). Les radicaux libres pourraient participer à ce phénomène. En effet, les récepteurs

peuvent directement être « attaqués» par ces radicaux (Numagami et al., 1997). Goel et al.

(1993) ont montré in vitro que la peroxydation des membranes synaptiques chez le porcelet

provoquait une diminution de l'affinité du récepteur pour son antagoniste, le MK80l.

De plus, au niveau du récepteur NMDA, on assiste in vitro à une potentialisation persistante

des courants (Crépel et al., 1993a et b). Les réponses synaptiques de type NMDA évoquées

par la stimulation des afférences des cellules de CAl sont potentialisées ainsi que les courants

générés par l'application de l'agoniste. En outre, les propriétés du récepteur sont modifiées

puisque dans le tissu normoxique, le récepteur NMDA est bloqué par le magnésium et de ce

fait contribue peu à l'activité synaptique courante; ce qui n'est plus le cas dans le tissu post

hypoxique. En réponse à l'activation prolongée des récepteurs NMDA consécutive à une

agression hypoxique, on assiste à une diminution de l'expression des récepteurs NMDA au

niveau du gyms dentelé (Matsuoka et al., 1997) via l'inhibition de la synthèse protéique ou

par un phénomène de down-régulation du récepteur. De plus, Hoffman et al. (1994) ont

montré qu'une hypoxie chez le porcelet modifiait les capacités du récepteur NMDA, au

niveau du cortex cérébral, par une augmentation de l'affinité de ce récepteur.

L'hypothèse d'une implication du phénomène d'excitotoxicité dans l'agression hypoxique

ischémique, est renforcée par l'effet protecteur des antagonistes des récepteurs des AAE

(Weiss et al., 1986; Schurr et al., 1995), notanunent du MK80l, un antagoniste non

compétitif des récepteurs NMDA (Wong et al.,1986) qui se fixe à l'intérieur du canal ionique,

ce qui empêche l'établissement du courant ionique (Monaghan et al., 1989). Le MK801

réduit, voire prévient totalement, les lésions hypoxique-ischémiques en fonction du moment

où il est administré aussi bien in vivo que in vitro (Hattori et al., 1989; Pringle et al., 1997).

Puka-Sundvall et al. (2000) ont montré l'atténuation par le MK801 de l'activation de la

caspase 3 et de la fragmentation d'ADN consécutives à une hypoxie-ischémie chez le rat de 7

JOurs.
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Pour Kubo et al. (2001), la protection de MK801 vis-à-vis d'une ischémie in vivo proviendrait

d'une atténuation de l'accumulation de calcium uniquement au niveau de CAl, alors que

CNQX, un antagoniste des récepteurs non-NMDA, préviendrait cette accumulation aussi bien

au niveau de CAl que CA3 ou du gyms denté. Matsuoka et al., (1995) ont également observé

in vivo cette neuroprotection par les antagonistes des récepteurs non-NMDA, à savoir le

NBQX, au niveau de CA3 et du gyms denté. Outre la diminution des flux de calcium, le

MK801 pourrait atténuer la transduction du signal aboutissant à la mort cellulaire. En effet,

l'influx de calcium intracellulaire, notamment via l'activation des récepteurs NMDA, va

activer différentes phosphatases et protéines kinases (Chai, 1995 ; Leist et al., 1997). Ainsi, la

CAMkinase II (Fukunaga et al., 1998) a été impliquée in vitro dans la transduction du signal

aboutissant à la mort cellulaire, notanunent par l'activation de la voie des MAPK. D'ailleurs,

ERK.lIERK2, appartenant à la famille des MAPK, sont transitoirement activées par la

stimulation des récepteurs NMDA, lors de la mort cellulaire induite par le glutamate dans des

cultures de neurones corticaux (Jiang et al., 2000a). L'utilisation d'un inhibiteur de

MEKlIMEK2 permet de réduire la mort cellulaire en empêchant l'activation de ERK.1/ERK.2

(Jiang et al., 2000b).

Cependant, le rôle accordé au glutamate dans la mort neuronale d'origine hypoxique est

discuté (Uto et al., 1994, 1995). Pour Chow et Haddad (1998), l'excitotoxicité in vitro ne

mime pas les effets de l'anoxie. De même, Chihab et al. (1998 a) ont montré, in vitro, que

l'excitotoxicité liée au glutamate ne contribuait pas aux dommages cérébraux engendrés par

l'hypoxie dans les neurones immatures.

D'autres antagonistes des récepteurs du glutamate comme la phencyclidine, le

dextrométhorphan ou la kétamine présentent la même capacité de neuroprotection (Albers et

al., 1989; Ment et al., 1989). Malgré des résultats prometteurs, ces molécules présentent de

lourds effets secondaires, notanunent un syndrome schizophrénique associé à des

hallucinations auditives et visuelles (Kendell et al., 1991). Seule la mémantine, semble

concilier les effets neuroprotecteurs sans effets secondaires (Chen et al., 1986)
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3) IMPLICATION DANS L'HYPERBILIRUBINEMIE

Les travaux de Shapiro et Sombati (1991), sur des cultures de neurones hippocampiques de

rats de 13 jours, ont montré qu'une concentration de 30 à 50/lM de bilirubine liée à l'albumine

engendrait des perturbations électrophysiologiques semblables à celles induites par le

glutamate.

Plus récemment, les récepteurs au glutamate ont été impliqués in vivo dans la neurotoxicité de

la bilirubine (Hoffmann, 1996 ; Mc Donald et al., 1998). En faveur de cette hypothèse, il a été

rapporté que la bilirubine augmentait l'affinité du récepteur NMDA pour le MK80IeH]

(Hoffinan et al., 1996) et il a été montré qu'un traitement par un antagoniste du récepteur

NMDA sur des rats Gunn était capable de diminuer les lésions cérébrales.

Néanmoins, Warr et al., (2000) ont suggéré que la bilirubine n'induisait pas la mort neuronale

in vitro par une action directe sur les récepteurs du glutamate, mais plutôt par une action

indirecte en bloquant la recapture de l'AAE. Silva et al. (1999) ont mis en évidence in vitro

cette inhibition par la bilirubine au niveau des astrocytes.

La bilirubine pourrait avoir un effet de stimulation de l'excitotoxicité, Il semble que

l'excitotoxicité du glutamate soit dépendante de la maturité des neurones (Mizuta et al.,

1998). En effet, Chihab et al., (1998) ont montré que des neurones immatures en culture ne

sont pas sensibles à une exposition au glutamate ou au NMDA, mais le deviennent en

présence d'un inhibiteur de la PKC. A cet égard, différents travaux réalisés in vitro sur des

modèles de culture ont attribué l'absence d'effets délétères du glutamate à un défaut

d'inhibition de la protéine kinase C (Durkin et al., 1996, 1997). Toutefois, la bilirubine

possède la capacité d'inhiber cette kinase (Sano et al., 1985 ; Amit et al., 1993 ;Wolvetang et

al., 1994) et donc de rendre les neurones sensibles à l' excitotoxicité du glutamate.
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En période périnatale, l'hypoxie-ischémie cérébrale, de par sa fréquence de survenue et ses

effets délétères à court- et moyen terme sur le système nerveux central, demeure un problème

clinique majeur. Mais la participation de l'hypoxie, seule, reste encore peu documentée.

Classiquement, il est considéré qu'une hypoxie sans altération de l'apport en glucose ne

provoque que peu de dommages cérébraux chez le nouveau-né. Néanmoins, des résultats

précédemment obtenus in vitro sur des modèles de cellules en culture ont montré qu'un

épisode hypoxique transitoire pouvait engendrer de graves conséquences neuronales

(Banasiak et Haddad, 1998; Bossenmeyer et al., 1998; Bossenmeyer-Pourié et al.,1999;

2000; Chihab et al., 1998), tandis que quelques études in vivo supportent cette conclusion

(Matsuoka et al., 1997).

Les principaux objectifs de ce travail consistaient à étudier in vivo, sur un modèle de rat

nouveau-né, les conséquences lésionnelles de l'exposition à une hypoxie, ainsi que le profil de

la mort cellulaire associée, ceci dans le but d'identifier des mécanismes cellulaires et

moléculaires impliqués dans la réponse. Par ailleurs, compte tenu du fait que la vulnérabilité

du cerveau à l'hypoxie varie en fonction du stade de développement, une étude parallèle a été

réalisée sur des animaux plus matures, âgés de 7 jours.

Une meilleure connaissance des mécanismes physiopathologiques associés à l'hypoxie chez

le sujet nouveau-né devrait contribuer à l'élaboration de stratégies de neuroprotection, Dans

cette perspective, différentes approches ont été testées, à savoir un conditionnement

susceptible d'induire un phénomène de tolérance à l'hypoxie, une hypothermie et enfin un

traitement par un antagoniste des récepteurs NMDA du glutamate, le MK801, potentiellement

capable de s'opposer au processus d'excitotoxicité.

Enfin, les conséquences d'un accident hypoxique cérébral peuvent être défavorablement

influencées par d'autres pathologies fréquemment rencontrées en période néonatale, comme

l'hyperbilirubinémie. Précédée d'une hypoxie, la possibilité d'évolution de

l'hyperbilirubinémie vers un ictère nucléaire, aux conséquences cérébrales graves, est accrue.

Dans ce contexte, les effets d'une hyperbilirubinémie associée à l'hypoxie ont été analysés

chez le rat nouveau-né. Toutefois, la difficulté d'interprétation des résultats relatifs à cette

double agression dans notre modèle in vivo nous a conduits à orienter nos travaux vers un

modèle cellulaire in vitro. La neurotoxicité de la bilirubine puis les conséquences de son

association à l'hypoxie ont alors été évaluées sur des cultures de neurones embryonnaires de

rats.
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In vivo, l'exposition à l'hypoxie a été réalisée en plaçant les animaux âgés de 1 ou 7 jours

dans une enceinte thermorégulée où circulait 100% d'azote. L'effet de ce type d'agression sur

le développement des individus a été tout d'abord évalué par le suivi du poids corporel et

cérébral jusqu'à l'âge adulte.

L'apparition de lésions cérébrales et leur évolution ont été étudiées par des techniques de

morphométrie associées à des comptages cellulaires dans différentes régions du cerveau

connues pour leur sensibilité à une privation en oxygène. Afin de caractériser la mort

cellulaire, une analyse de la morphologie nucléaire a été effectuée après marquage par un

fluorochrome, le DAPI. En complément, la fragmentation de l'ADN a été étudiée par

électrophorèse sur gel d'agarose et par la méthode TUNEL, tandis que le profil d'expression

de différentes protéines spécifiquement impliquées dans l'apoptose a été analysé par

immunohistochimie. Une approche de l'activité fonctionnelle cérébrale a consisté à mesurer

l'activité de la cytochrome oxydase et à réaliser une étude en IRM de diffusion. Les différents

résultats ont été comparés à ceux obtenus chez les sujets témoins qui avaient été exposés à

l'air et traités dans les mêmes conditions que les animaux hypoxiques. L'influence des

diverses stratégies de neuroprotection envisagées a été appréhendée à l'aide des mêmes

paramètres.

Finalement, dans le cadre de l'étude de l'hyperbilirubinémie provoquée par administration

intrapéritonéale de bilirubine, un dosage de la concentration cérébrale de bilirubine a été

réalisé afin d'évaluer la pertinence du modèle.

En ce qui concerne les études in vitro, nous avons eu recours à.unmodèle de culture de.

neurones isolés du cerveau antérieur d'embryons de rats de 14 jours précédemment développé

au laboratoire. Les conséquences de l'hypoxie et d'une exposition à la bilirubine ont été alors

analysées sur les caractéristiques morphologiques, biochimiques et fonctionnelles des

neurones.

Dans la seconde partie du mémoire, les approches méthodologiques mises en œuvre seront

décrites en détail. La présentation des principaux résultats obtenus sera suivie par une

discussion destinée à proposer diverses hypothèses susceptibles de rendre compte de nos

observations. Enfin, seront dégagées les principales conclusions issues de ce travail et, dans

une démarche prospective, nous envisagerons quelques études qui pourraient venir en

prolongement des travaux présentés afin de les compléter.
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Section Expérimentale
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Méthodologies
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I)ANIMAUX

Les travaux ont été réalisés avec des rats de la souche Sprague-Dawley provenant de l'élevage

R. Janvier (Le Genest-St-Isle, France). L'expérimentation sur les animaux a été effectuée

selon les recommandations décrites dans le "guide for care and use oflaboratory animals"

(NIB, MD, 1985).

L'identification de la phase du cycle oestral est déterminée par microscopie optique après

coloration au Giemsa de prélèvements vaginaux.

Des rates en prooetrus ont été mises en accouplement avec des mâles pendant 24 heures. Elles

ont été isolées en condition d'élevage standard (cycle lumineux de 12 heures, avec boisson et

nourriture ad libitum).

II) ApPROCHES IN VIVO

A) EXPOSITIONAL'HYPOXIE

Au lendemain de la délivrance, les portées ont été rendues homogènes en réduisant le nombre

d'animaux à 10.

L'exposition des ratons à l'hypoxie a été réalisée dans les 24 heures qui suivent la naissance,

de façon à obtenir une hypoxie la plus précoce possible, les encéphalopathies survenant dans

90% des cas avant ou pendant l'accouchement.

Les animaux de chaque portée ont été répartis en un groupe "hypoxie" et un groupe "témoin".

Après séparation de la mère, les ratons du groupe "hypoxie" ont été placés dans une enceinte

thermorégulée à 36°C où circule 100% d'azote pendant 20 mn (planche 1). Passé ce temps, les

animaux ont été réoxygénés durant 20 mn sous 21% d'02, avant de rejoindre leur mère.

Parallèlement, les "témoins" ont été placés sous 21% d'02 pendant 40 mn. Le temps de

séparation des ratons de leur mère est identique entre les différents groupes.
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Planche 1 : Schéma de la boite à hypoxie
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B) MODELES DE TOLERANCE AL'HYPOXIE

1) CONDITIONNEMENT

6 heures avant l'hypoxie de base de 20 mn, les ratons ont été exposés à une hypoxie de l Omn,

les ratons retournant auprès de leur mère entre les deux périodes d'hypoxie. Un groupe

"témoins conditionnement" a été constitué; les ratons subissant 10 mn d'hypoxie (l00 % de

N2) avant d'être exposés 6 heures plus tard à 20 mn d'oxygénation sous 21% d'02. Enfin, les

"témoins" n'ont subi que 20 mn d'exposition à 21% d'02, mais le temps de séparation des

ratons de leur mère reste identique entre les différents groupes.

2) HYPOTHERMIE

Les ratons ont été exposés à une hypoxie de 20mn dans un enceinte régulée à 26°C; la

réoxygénation s'est déroulée à la même température, de façon àobtenir une hypothermie

suffisante, le thermostat de la boîte à hypoxie dont nous disposions ne permettant pas un

réglage extrêmement précis. Par ailleurs, ces choix s'appuient sur différents travaux réalisés

sur des animaux plus âgés et au cours desquels les auteurs induisent des hypothermies qui se

traduisent par une température rectale aux alentours de 30°C, voire même inférieure (Saeed et

al., 1993 ; Towfighi et al., 1994; Thoresen et al., 1996; Bona et al., 1998).

Compte tenu de la taille des ratons à 1 jour après la naissance, leur température corporelle n'a

pu être mesurée au cours de notre étude. Le groupe "témoins hypothermie" a subi une

oxygénation de 20 mn à 26°C, alors que les "témoins" ont été exposés une oxygénation à

36°C.
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3) TRAITEMENT PAR LE MK801

Une demi-heure avant l'exposition à l'hypoxie, le groupe "hypoxie" a reçu une injection intra

péritonéale d'une solution de MK8ûl.

Deux concentrations de MK8û1 ont été utilisées: 1ûmg/kg et 5mg/kg. Les dilutions ont été

réalisées dans du sérum physiologique. Le groupe "témoins-MK8û1" a également reçu l'agent

pharmacologique une demi-heure avant l'exposition à 21% d'Oj.

C) INFLUENCE DE LA MATURATION CEREBRALE

1) EXPOSITIONAL'HYPOXIE

L'hypoxie a été réalisée en plaçant des animaux âgés de 7 jours dans une enceinte

thermorégulée à 36°C où circule de l' azote pur pendant 8 mn.

Avant de retourner auprès de leur mère, les rats ont été réoxygénés pendant 1Û mn sous 21%

d'Os. Les "témoins" ont subi 18 mn d'exposition à 21% d'Oj.

2) TRAITEMENT PAR LE MK801

Le groupe "hypoxie" a reçu une demi-heure avant l'exposition à l'hypoxie une injection intra

péritonéale d'une solution de MK8û l , à raison de Smg/kg.

Le groupe "témoins-MK8û1" a également reçu une injection une demi-heure avant

l'exposition à 21% d'Ol_
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D) EFFET D'UNE HYPERBILIRUBINEMIE, FACTEUR

AGGRAVANTDE L'HYPDXIE ?

Une solution de bilirubine de 22,7mM (soit 13,3g/I), préparée extemporanément à l'obscurité,

a été utilisée (20mg de bilirubine dissous dans 0,5ml de NAOH O,IN et dilué dans 1ml de

sérum physiologique).

La bilirubine a été administrée par voie intrapéritonéale, à des ratons âgés de moins de

24 heures, à raison de 216,6mg/kg. Cette dose provoque, après différents essais de

concentrations, une jaunisse caractéristique visible à l'œil nu. Une solution composée de

NaOH diluée dans du sérum physiologique a été administrée aux témoins .:

Les ratons ont ensuite été exposés ou non à une hypoxie de 20mn à 36°C réalisée 10 mn après

l'injection de bilirubine.

E) MESURE DES GAZ DU SANG

Afin de vérifier la stabilité physiologique des animaux et les conséquences de l'hypoxie, les

gaz du sang ont été contrôlés pendant l'hypoxie puis après réoxygénation. Le sang a été

récupéré au moment de la décapitation.

Les paramètres sanguins (pH, PC02 et P02) ont été mesurés après 10 et 20 mn d'hypoxie, 5 et

10 mn de réoxygénation à l'aide d'un analyseur de gaz du sang (Corning, modèle 158).
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F) POIDS CORPORELS ET CEREBRAUX

1) SUIVI DES ANIMAUX

Les animaux ont été laissés avec leur mère jusqu'au sevrage puis placés dans des cages

séparées (3 à 5 animaux par cage) jusqu'à 60 jours. Les portées ont été pesées

quotidiennement jusqu'à 7 jours post-hypoxie puis à 13 et 20 jours; enfin tous les 10 jours

jusqu'à 60 jours. Les résultats ont été obtenus sur trois portées différentes avec un minimum

de deux animaux par temps et par traitement pour une même portée.

2) PRELEVEMENT DES CERVEAUX

Les animaux ont été sacrifiés par décapitation, la boite crânienne incisée caudo-rostralement

et les cerveaux orit été soigneusement prélevés, rapidement congelés dans du méthylbutane

préalablement refroidi entre -20 et -30 oc puis pesés.

Les cerveaux ont ensuite été conservés à -80°C jusqu'à leur utilisation.

Les prélèvements ont été réalisés de 1 à 7 jours post-hypoxie, à 13 et 20 jours puis tous les 10

jours jusqu'à 60 jours.

G) HISTOLOGIE- COLORATION UTILISEE

Des coupes cérébrales transversales sériées de 5[.lM d'épaisseur ont été réalisées, au niveau de

l'hippocampe antérieur suivant l'atlas de Sherwood et Timiras (1970), afin de faire une étude

histologique après coloration à la thionine (planche 2).

Les cerveaux congelés ont été enrobés dans du milieu d'inclusion (carboxyméthylcellulose à

4% dans de l'eau) et des coupes de Sum ont été réalisées à l'aide d'un cryostat (Frigocut 2800,

Reichert Jung), dont l'enceinte est maintenue à -20 "C, Les coupes sont recueillies sur des

lames de verre puis séchées à température ambiante.

La thionine permet une coloration non spécifique des coupes cérébrales. Cette teclmique a été

utilisée afin de déceler d'éventuelles lésions cellulaires étendues.
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Dans un premier temps, les coupes ont été placées pendant 10 mu dans une solution de LMR

puis elles ont été réhydratées par des incubations successives de 5 mu dans des bains d'éthanol

à 100, 95 et 70ù, puis dans de l'eau distillée. Elles ont alors été colorées pendant 7 mu dans

une solution de thionine (Sigma, St Louis,MO) à 5g/1 dans de l'acide acétique O.2N et de

l'acétate de sodium 0,2N puis rincées par un passage dans de l'eau distillée. Les coupes ont été

déshydratées par incubations successives de 3 mu dans des bains d'éthanol à 70, 95 et 100%).

Elles ont alors été incubées dans une solution de LMR puis dans du xylène avant d'être

recouvertes.

Une observation des coupes a été réalisée au microscope afin d'apprécier l'intégrité structurale

des régions étudiées. La coloration à la thionine a également servi de base à la technique de

morphométrie.

H) MORP1l0METRIE

Sur une série de 10 coupes consécutives par animal, les quatre premières et les quatre

dernières ont été recueillies pour la morphométrie, la cinquième et sixième pour des

comptages cellulaires.

Deux études ont été réalisées: une analyse de l'épaisseur de la couche des cellules pyramidales

de 1'hippocampe au niveau de CA1, CA3, et du Subiculum et une analyse de densité cellulaire

au niveau de CA1, CA3, du Subiculum et du Cortex.

Tous les résultats d'une même portée ont du être traités en même temps car la technique

nécessite un réglage et un étalonnage qui se doit d'être identique entre témoins et hypoxiques

afin de permettre les comparaisons. Les techniques de morphométrie ont été réalisées à l'aide

de logiciels de Biocom version 2-13 (1986-1992) avec un microscope Olympus Bx60.
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Cortex

Planche 2 : Localisation des coupes cérébrales
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1) EPAISSEUR DE LA COUCHE DES CELLULES

PYRAMIDALES

Après réglage de la luminosité et du contraste, un étalonnage a été réalisé sous l'objectif 20x.

L'épaisseur (en um) de la couche des cellules pyramidales d'une zone définie par une grille

oculaire a été évaluée par 7 mesures par coupe et à partir de 8 coupes par animal.

2) DENSITE CELLULAIRE

Les réglages de la luminosité et du contraste restent inchangés. L'étalonnage est réalisé sous

l'objectif 40x. Un carré à dimension fixe de 200x200 um est alors utilisé pour sélectionner

une zone de la coupe. Un seuillage de la sélection est réalisé afin de différencier les cellules

du contexte extra-cellulaire. Cinq sélections sont réalisées par zone et par coupe.

Cette technique permet d'obtenir une surface de corps cellulaires pour une surface donnée, ce

qui permet une évaluation de la densité des cellules.

1) EVALUATIONDE LA MORT CELLULAIRE

1) MARQUAGE DES COUPES AUDAPI

Les coupes ont été lavées par un passage dans du PBS , puis elles ont été incubées 10 mu dans

une solution d'éthanol/acide acétique (3 : 1). Elles ont ensuite été lavées dans de l'eau distillée

et séchées à l'air libre.

Le marquage nucléaire a été réalisé dans la pénombre par incubation dans une solution de

DAPI (0,5 ug/ml, Sigma Chemicals) pendant 10 nm. Après un passage dans de l'eau distillée,

une goutte d'Aqua-Polymount a été déposée sur la coupe cérébrale avant d'être recouverte

d'une lamelle de verre.
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1.1) IJISCRIMNATlON ENTRE NECROSE ETAPOPTOSE

Les cellules saines présentent un noyau rond avec une fluorescence diffuse indiquant une

chromatine homogène. Les neurones nécrotiques se caractérisent par un petit noyau très

réfringent avec une chromatine uniformément dispersée. Les neurones apoptotiques

présentent un noyau avec une chromatine condensée et fragmentée (Gschwind et Huber,

1997).

Le comptage des cellules saines, nécrotiques et apoptotiques a été réalisé sous microscope à

fluorescence (Axioskop, Zeiss) à 365 nm, dans les zones CAl, CA3, Subiculum de

l'hippocampe et le Cortex.

Les résultats ont été exprimés en pourcentage de cellules par rapport au nombre de cellules

totales.

1.2) COMPTAGE CELLULAIRE

Une grille de comptage d'une surface totale de 11400mnr' a été utilisées pour évaluer le

nombre de cellules présentes au niveau des couches CAl, CA3, Subiculum et du Cortex.

Les résultats ont été calculés en nombre de cellules par mrrr' et exprimés en pourcentage de

variation par rapport aux témoins.
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2) FRAGMENTATION DE L'ADN

2.1) TUNEL

Des coupes recueillies sur lame gélatinée, jusqu'alors conservées à -SO°C, ont été séchées

pendant 30mn avant de passer dans des bains successifs d'alcool croissants de 75 à 100%

(Charriaut-Marlangue et Ben-Ari, 1995).

Les coupes ont été perméabilisées 10mn à 37°C par la protéine kinase K (l Oug/ml). Les

peroxydases endogènes ont été inhibées par action de 1'H202 à 2%, puis les coupes ont été

rincées dans du PBS O,lM. Les coupes sont incubées avec le milieu réactif durant 1 heure à

37°C (pour un 500llL de milieu: 100111 de tampon Tdt, 4111 TdT, 3111 dUTP-biotine, 393111

H20). Après un passage des lames dans du PBS/2% BSA pendant 30mn, le signal est amplifié

par le complexe streptavidine-peroxydase dans du PBS/2% BSA pendant 1 heure à

température ambiante.

La révélation au DAB, après rinçage des coupes au PBS O,IM, est réalisée à l'obscurité. Les

lames sont déshydratées avant d'être montées.

2.2) FRAGMENTATIONDE L'ADN SUR GEL

D'AGAROSE

Après décapitation des animaux, de 1 à 13 jours après l'épisode hypoxique, les cerveaux sont

soigneusement disséqués en vue d'isoler le cortex et l'hippocampe. Chaque région cérébrale

est congelée à -SO°C jusqu'à utilisation. Chaque échantillon correspond à la dissection d'un

seul animal.

Les cerveaux sont ensuite décongelés et chaque échantillon est incubé une nuit à 55°C avec

du tampon de lyse (Tris HCII00mM pH: S,5; EDTA 5mM; SDS 0,2%; NaC1200mM;

Protéinase K Iûûug/ml).
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L'ADN est ensuite précipité sous agitation par ajout d'isopropanol, puis centrifugé à 13000

tr/mn pendant 5 mn en chambre froide. Le surnageant est éliminé et le culot resolubilisé dans

du tampon TE (Tris IOmM; EDTA O,lmM pH: 7,5) pendant 4 à 5 heures à 55°C. Les

échantillons sont ensuite traités avec la RNAse A (20J.lg/ml) pendant 2 heures à 37°C.

Le gel est obtenu par chauffage d'une solution d'agarose (I g dans lOOml de TBE : Tris borate

0,045M; EDTA O,OOIM). Après avoir ajouté du bromure d'éthidium, le gel est coulé et laissé

à température ambiante pour qu'il polymérise.

A chaque échantillon est ajouté du tampon de charge (bleu de bromophénol 0,25%; glycérol

30%) afin d'alourdir les échantillons et de pouvoir suivre leur migration.

Les échantillons d'ADN sont alors déposés ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire. La

cuve d'électrophorèse est rempli de tampon TBE et la migration est réalisée sous un courant

de 60V pendant 4 heures.

La révélation se fait par transillumination aux UV.

J) DOSAGE DE LA BILIRUBINE

La bilirubine a été.dosée par une méthode spectrophotométrique,

La bilirubine est dans un premier temps extraite par le chloroforme. Chaque cerveau, conservé

à -SO°C, a été décongelé et broyé dans SOOJ.ll de sérum physiologique. Après avoir ajouté 1

ml de chloroforme, le broyat est vortexé pendant 30 secondes. L'ensemble est ensuite mis à

20°C pendant 5 mn. Après avoir centrifugé 10 mn à 3500 tr/mn, la phase inférieure est

récupérée.

On réalise ensuite un spectre d'absorption entre 300 et 700nm. Sur ce spectre on réalise une

dérivée seconde, qui présente l'avantage d'être plus sensible pour discerner les pics. Après

avoir obtenu la courbe spectrophotométrique, on trace la tangente entre les densités optiques à

360 et 550nm. Puis, on calcule l'indice optique qui est la différence entre le sommet du pic de

bilirubine à 450nm et la tangente. L'indice optique est ensuite reporté sur un diagramme qui

permet d'obtenir la concentration de bilirubine correspondante.
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K) ANALYSE DE L'EXPRESSION DE PROTEINES

SPECIFIQUES

1) ANTICORPS UTILISES

1.1) ANTICORPS PRIMAIRES

p53 est un anticorps polyclonal de chèvre dirigé contre la séquence peptidique correspondante

aux acide-amnés 373-391 de la partie carboxy-termnalc de la protéine p53 du rat. L'anticorps

a été fourni par Santa Cruz Biotechnology.

HSP 105 est un anticorps polyclonal de chèvre dirigé contre la séquence peptidique

correspondante aux acides amnés 837-856 de la région carboxy-termnale de la HSP 105

d'origine humaine. L'anticorps a été fourni par Santa Cruz Biotechnology.

Bax est un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre la séquencepeptidique correspondante

aux acides amnés 11-30 de la partie amno-termnale de la protéine Bax (21kDa) d'origine

humaine. L'anticorps a été fourni par Santa Cruz Biotechnology.

Bcl-2 est un anticorps polyclonal de chèvre dirigé contre la séquence peptidique

correspondante aux acides amnés 4-21 de al partie amno-termnale de la protéine Bcl-2 .

d'origine humaine. L'anticorps a été fourni par Santa Cruz Biotechnology.

CPP32 p20 (caspase 3) est un anticorps po1yclona1 de chèvre dirigé contre la séquence

peptidique 157-174 de la partie carboxy-termnale du précurseur de la protéase à cystéine de

32 kDa (CPP32) d'origine humaine. L'anticorps a été fourni par Santa Cruz Biotechno1ogy.

106



NSE est un anticorps polyclonal de lapin dirigé contre l' énolase présente dans les neurones.

Il a été fourni par Chemicon International.

GFAP est un anticorps monoclonal de souris, dirigé contre les protéines du cytosquelette des

cellules gliales. Il a été fourni par Chemicon International.

- Dilutions utilisées

Bcl-2, p53, HSP\os 1I30ème

CPP32 1/40ème

Bax 1I40ème

NSE 111 OOème

GFAP 1I100ème

1.2) ANTICORPS SECONDAIRES

L'anticorps secondaire, couplé à une sonde fluorescente, reconnaît les immunoglobulines de

l'espèce productrice de l'anticorps primaire. Il permet la révélation de l'anticorps primaire.

Tous les anticorps secondaires ont été fournis par Jackson ImmunoResearch Laboratories

(West Grove, PA).
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- Descriptif des sondes fluorescentes

-L'isothiocyanatede fluoresceine ou FITC

- longueur d'onde d'excitation: 494 nm

- longueur d'onde d'émission: 520 nm dans le vert

- L'indocarbocyanine ou Cy-3

-longueur d'onde d'excitation: 557 nm

- longueur d'onde d'émission: 576 nm dans le rouge

-L'isothiocyanate de rhodamne ou TRITC

-longueur d'onde d'excitation: 550 nm

- longueur d'onde d'émission: 570 nm dans le rouge

- Dilutions utilisées

L'anticorps anti-chèvre marqué au FITC a été utilisé au 1/100ème pour bcl2, p53, ICE, CPP32

L" . l' ê au C 3 ., ili l/80èm e · NSE Banticorps anti- apm marque au y- a ete un Ise au pour " , , ax,

L'anticorps anti-chèvre marqué a la rhodanme a été utilisé au 1/l00ème pour....GFAP, HSPI 05
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2) PROTOCOLE D'IMMUNOHISTOCHIMIE

Tous les anticorps ont été dilués dans du PBS contenant 0,5% de sérum albumne bovine

(SAB).

Des coupes de 7flm ont été réalisées au cryostat sur lame de verre et conservées à -80°C

jusqu'à utilisation.

Les coupes ont été incubées 10 mu à 4°C dans un bain d'acide acétique/éthanol (1/3)

contenant 30% Hzûz. Après un lavage dans du PBS, elles ont été incubées pendant 20 mu à

4°C avec la SAB à 0,5%.

Après un nouveau lavage dans du PBS, elles ont été séchées puis la coupe cérébrale a été

délimitée à l'aide d'un DAKû PEN. Les coupes ont alors été incubées avec l'anticorps

primaire à 4°C en ambiance humide pendant 48 heures. Après lavage, elles ont été incubées

avec l'anticorps secondaire à 4°C en ambiance humide pendant 2 heures. Les coupes ont alors

été lavées et séchées puis après avoir déposé une goutte d'Aqua-polymount, elles ont été

recouvertes d'une lamelle de verre.

Une étude semi-quantitative de ces coupes a été réalisée à l'aide d'un microscope à

fluorescence (Zeiss, Axioskop). Les plages fluorescentes correspondantes à la zone CAl de

l'hippocampe oudu cortex ont été photographiées et scannées.

L'intensité fluorescente des neurones a été analysée à l'aide d'un logiciel de traitement d'image

(Adobe Photoshop, version 5,0). Les résultats ont été obtenus en unités arbitraires de

fluorescence pour 100 pixels et exprimés en pourcentage de variation par rapport aux témoins.

Trois portées distinctes ont été utilisées avec deux coupes par animal pour un même anticorps.

Des doubles marquages, DAPI-NSE ou DAPI-GFAP ont été réalisés. Le marquage au DAPI a

été effectué après l'immunohistochimie.
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L) ETUDE DE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE CEREBRALE

1) IRM (IMAGERIE PAR RESONANCE MAGNETIQUE)

1.1) PRINCIPE

a) Généralités

L'IRM est basée sur l'analyse du comportement des protons contenus dans les tissus et soumis

d'une part à un champ magnétique et d'autre part à une impulsion de radiofréquence.

Lors de l'excitation du proton par l'onde de radiofréquence, il accumule de l'énergie qu'il

restitue à l'arrêt de l'impulsion de radiofréquence sous forme d'un signal. Ce signal est alors

analysé puis intégré dans un système référencé dans les trois plans de l'espace et converti en

image.

De nouvelles techniques d'IRM, comme l'imagerie de diffusion semblent particulièrement

sensible pour le diagnostic très précoce des lésions hypoxiques-ischémiques.

b) Imagerie de diffusion

Le principe de ce type d'imagerie est basée sur l'étude des mouvements aléatoires des

molécules d'eau dans un volume. Dans un milieu liquide, les particules d'eau sont agitées

selon un mouvement brownien par agitation thermique due à leur énergie cinétique.

Une équation mathématique permet d'établir une relation entre le déplacement moléculaire

dans l'eau et le coefficient de diffusion.

[r_r,]2 =2Dtdif

[r-r'] : distance parcourue par un ensemble de molécules dans une seule dimension

D : Coefficient de diffusion, le coefficient de l'eau pure est de 3.10_9m2/s.

tdif: temps nécessaire aux molécules pour parcourir la distance [r-r']
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Dans les tissus biologiques, la diffusion libre de l'eau est contrariée par des obstacles

physiologiques. L'application directe de la formule précédente n'est donc pas valable. On

parle alors de "coefficient apparent de diffusion" ou ADC correspondant à une estimation du

coefficient de diffusion..

L'imagerie de diffusion correspond à une séquence classique Spin Echo pondérée T2, à

laquelle on applique un gradient de champs magnétique de part et d'autre de l'impulsion de

radiofréquence à 1800
•

Le premier gradient entraîne un déphasage et le second un rephasage des protons. Pour les

protons immobiles, il n'existe pas de modification du signal. Pour les protons mobiles, le

déphasage accumulé pendant l'application du premier gradient n'est pas compensé par le

second, on observe alors une diminution du signal.

Les images brutes de diffusion montrent un hypersignal pour les zones à diffusion moléculaire

réduite et un hyposignal pour les zones à diffusion normale.

Le coefficient apparent de diffusion est calculé en comparant pixel par pixel les images

obtenues avant et après l'application des gradients de diffusion.

L'atténuation du signal est donné par la relation:

SA = e - (b.ADC)

- SA : Atténuation du signal = S/So (So et S : respectivement signal avant et après

application des gradients).

- ADC : Coefficient Apparent de Diffusion en mm2/sec

- b : paramètre permettant de moduler l'intensité des gradients appliqués en sec/mm/

y constante gyromagnétique du proton

G amplitude du gradient

::0: temps qui sépare les 2 gradients

ù durée d'application du gradient
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Le calcul de l'ADC effectué par traitement sur console annexe permet d'obtenir pour chaque

plan de coupe, une cartographie de diffusion où chaque pixel est représenté par une couleur en

fonction de sa valeur d'ADC.

1.2) PROTOCOLE

Tous les animaux ont été explorés en IRM selon 2 séquences, l'une en pondération T2, l'autre,

pondérée en diffusion. Ces examens ont été réalisés à 3 et 6 jours post-hypoxie après

anesthésie à l'halothane,

L'IRM a été réalisé avec une antenne "WRlST", émettrice/réceptrice et un imageur General

Electric Sigma 1.5T.

Séquence T2 FSEIR (Fast Spin Echo avec inversion/Récupération) en coupes frontales de

3mm tous les 0.3mrn.

TR= 3600

TE= 17

ETL= 10

2Nex

Matrice = 256*256

FOV = 8*4 cm (taille du voxel : 0.75 mnr')

Séquence de diffusion SE EPI (Spin Echo Echo Planar Imaging) en coupes frontales de 3mrn

jointives.

b= 1000

1 shot

TEmnimum

FOV = 8*4 cm (taille du voxel : 0.75 mnr')

Matrice = 128*100

TR= 5000
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1.3) TRAITEMENT DES DONNEES

Les données des séquences de diffusion sont traitées par le logiciel Functool (GEMS).

Les images brut de diffusion sont étudiées à la recherche d'une éventuelle anomalie de signal

puis, une cartographie d'ADC (Apparent Diffusion Coefficient) est réalisée en vue d'une étude

quantitative.

2) MESURE DE L'ACTIVITE DE LA CYTOCHROME

OXYDASE

La technique sans fixation par perfusion intracardiaque été décrite par Wong-Riley (1979).

Après avoir réalisé des coupes de 20llM sur lames gélatinées-chrome-alun, les lames sont

conservées à -80°C jusqu'à utilisation.

Après avoir séché les lames à température ambiante, elles sont incubées à 37°C, à l'obscurité,

sur agitateur pendant environ 1 heure dans un tampon phosphate O,IM additionné de 0,22

mg/ml de cytochrome c (SIGMA), de 44,4 mg/ml de saccharose, de 0,2 mg/ml de catalase et

de 0,55 mg/ml de DAB-4 HCL

Après rinçage à froid pendant 5 mnutes au tampon phosphate sucrosé à 10 %, les coupes sont

fixées dans un bain de formalin tamponné pendant 30 mnutes. Les coupes sont ensuite rincées

2 fois dans du tampon phosphate puis déshydratées dans des bains successifs d'alcool de 70°,

95° et 100° pour termner dans 2 bains de xylène. Le montage des lames est réalisé à l'Eukitt.

L'étude a été réalisé au niveau de CAl et CA3 de l'hippocampe ainsi qu'au niveau du cortex

moteur et du cortex cingulaire. L'activité enzymatique de l'enzyme est mesurée à l'aide d'un

logiciel Biocom version 2-13 (1986-1992) couplé à un microscope Olympus Bx60.

Un étalonnage est réalisée avec des standards d'activité enzymatique connue. Les données

sont exprimées en activité par mg de protéines.
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III) ApPROCHE IN VITRO

A) CULTURE DE NEURONES

1) MISE EN CULTURE

Les cultures ont été réalisées suivant la technique mise au point au laboratoire (Daval et al.,

1988,1991).

Toutes les manipulations ont été effectuées stérilement sous hotte à flux laminaire avec du

matériel stérile ou à usage unique.

Les produits utilisés et leur provenance sont regroupés dans le tableau 4. Les compositions

des milieux de culture et des différentes solutions utilisées sont répertoriées dans le tableau 5.

- Le jour précédant la culture:

Des boites de Pétri 35xl 0 mm (Falcon, Becton-Dickinson) ont été recouvertes par 2 ml d'une

solution stérile de Poly-L-lysine (lmg/ml) et placées dans l'incubateur (3rC, 95% air et 5%

COz en atmosphère humide). Cette étape permet d'obtenir un réseau polymérique auquel les

cellules adhéreront (Yavin et Yavin, 1974).

- Le jour de la culture:

La solution de Poly-L-lysine a été éliminée et les boites ont été rincées par du milieu de base,

puis placées dans l'incubateur avec du milieu de base enrichi en sérum de veau fœtal à 5%.

Une rate, à 14 jours de gestation, a été anesthésiée à L'Halothane, son abdomen a été incisé

afin de prélever son utérus gravide. Les embryons libérés de leur placenta ont été placés dans

du milieu de base enrichi en sérum. La partie supérieure de la tête a été isolée; les méninges et

les micro-vaisseaux sanguins ont été éliminés et les amas cellulaire obtenus ont été transférés

dans un tube contenant du milieu avec sérum.
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Une suspension cellulaire a été obtenue par dissociation mécanique douce à la seringue puis

centrifugée à 1250 tr/nm pendant 10 nm. Le surnageant a été remplacé par du milieu de base

enrichi en sérum et une nouvelle homogénéisation a été réalisée. La suspension cellulaire

obtenue a été passée sur un tamis de Nylon stérile (46Ilm).

Une évaluation de la densité cellulaire a été réalisée à l'aide d'un hémocytomètre.

Les boites ont été ensemencées à 106 cellules/boite et ont été placées dans l'incubateur (37°C,

95% air et 5%C02 en atmosphère humide).
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Tableau 4 : Produits utilisés pour la culture de neurones

Anesthésie des rates Halothane Belamont, Paris, France

Support Poly-L-lysine Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

Milieu DMEM-Ham's lCN Pharmaceuticals, Costa Mesa, CA, USA

Fl2

de culture Sérum de veau Gibco-Brl, lchinnan, Scotland

fœtal

Additifs L-Glutamine Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

Glucose Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

contenus Bicarbonate de Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

sodium

Transferrine Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

Humaine

dans Insuline Bovine Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

Putrescine Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

le 17'oestradiol Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

Sélénium Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

SATO Progestérone Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

Pénicilline- Gibco-Brl, Ichinnan, Scotland

Streptomycine

Facteurs bFGF Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA

de croissance EGF Sigma Chemicals, St Louis, MO, USA
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Tableau 5: Concentration des produits utilisés pour la culture de neurones

Produits Concentration

DMEM-Ham's-FI2 Il,82 g/L

Milieu Glucose 2gIL

de Bicarbonate de sodium 2,438 g/L

base Giutamine 300 mg/L

Pénicilline -Streptomycine 25 mg/L

pH 7,24

Milieu enrichi Milieu de base

en sérum Sérum de veau foetal 5%

Milieu de base

Milieu Transferrine humaine 80 mg/L

enrichi Insuline bovine 5mg/L

en Putrescine 16 mg/L

hormones Giutarnine 20mg/L

ou 17~ oestradiol IpM

SATO Sélénium 30nM

Progestérone lOnM

SATO SATO

et FGF 2ng/ml

facteurs de croissance EGF 10 ng/ml
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- Après 24 heures:

Le milieu de culture a été remplacé par du milieu enrichi en hormones ou SATa contenant

des facteurs de croissance (FGF et EGF).

- Aux quatrième et sixième jours:

Des changements de milieu ont été effectués avec du milieu enrichi en hormones mais sans

facteur de croissance.

2) CARACTERISATION DES NEURONES

La morphologie des cellules a été quotidiennement observée à l'aide d'un microscope à

contraste de phase (Nikon, modèle Diaphot TMD).

La méthode d'exclusion au Bleu Trypan a permis d'évaluer le nombre de cellules viables dans

les cultures; ce colorant ne pénétrant que dans les cellules mortes.

La caractérisation cellulaire a été obtenue par l'analyse immunohistochimique de la NSE

(énolase spécifique des neurones; 1110, Chemicon International, Temecula, CA) et de la

GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein; 11200, Chemicon International, Temecula, CA).

Parallèlement, les proportions de cellules neuronales et gliales ont été évaluées par un contre

marquage nucléaire au DAPI.

B) EXPOSITIONA LA BILIRUBINE ETA L'HYPOXIE

Les expositions des cellules à la bilirubine et/ou à l'hypoxie ont été effectuées au 6ème jour de

culture. On est alors en présence de neurones correspondant à un stade néonatal (Dichter,

1969).

L'hypoxie est obtenue en transférant les boites de culture dans une chambre d'incubation

humide à 37°C où circule un mélange gazeux constitué de 95% N2 et 5% CO2.
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Le temps d'exposition des neurones à l'hypoxie a été de 3 ou 6 heures. Passé ce temps, les

cultures ont été replacées en normoxie ( 95% air- 5%C02) jusqu'à 96 heures, tandis que les

témoins ont été continuellement maintenus dans les conditions standards.

Afin d'évaluer la qualité de l'hypoxie, la pression partielle en oxygène (POz), en gaz

carbonique (PCOz) et le pH ont été mesuré dans le milieu d'incubation de quelques boites de

culture à l'aide d'un analyseur des gaz du sang (Corning, Halstead, UK) (Sher, 1990).

L'exposition à la bilirubine a été réalisée au 6ème jour en remplaçant le milieu de culture par un

milieu contenant une solution de bilirubine. L'exposition a été maintenue jusqu'à 96 heures.

La solution stock de bilirubine (concentration de 1mM) a été préparé à température ambiante

à l'abri de la lumière et extemporanément (Nelson et al. 1974).

Les différentes concentrations de bilirubine (de 0,25 à 51lM) utilisées ont été obtenues par

dilution dans du SATO à partir de la solution stock filtrée.

Pour les neurones exposés à la bilirubine et à l'hypoxie, la mise en présence de bilirubine a été

initiale suivie de l'exposition à l'hypoxie.

C) TRAITEMENTS PHARMACOLOGIQUES

1) EXPOSITIONA UN INHIBITEUR DE SYNTHESE

PROTEIQUE: la cycloheximide

Les cultures de neurones ont été exposées pour une durée de 6 heures à la cycloheximide

(CHX, Sigma Chemicals) à la concentration de IIlM, connue pour réduire la synthèse

protéique de 90% (Greenberg et al., 1986). Ensuite, le milieu a été renouvelé par du milieu

sans CHX, avec ou sans bilirubine.
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2) EXPOSITIONA DES INHIBITEURS DES CASPASES

Un inhibiteur d'ICE (interleukine l-B-converting enzyme/caspase-l) et un inhibiteur de

CPP32 (YamaiApopainicaspase-3), deux protéases à cystéine intervenant dans l'apoptose

cérébrale, ont été étudiés.

-YVAD-CHü (N-acétyl-Tyr-Val-Ala-Asp-aldéhyde, Biomol Research Labotories) est

un inhibiteur réversible d'ICE (Lin et al., 1995)

-DEVD-CHü (N-acétyl-Asp-Glu-Val-Asp-aldéhyde, Biomol Research Labotories) est

un inhibiteur réversible de CPP32.

Les concentrations ont été choisies en fonction des recommandations du fabricant et des

données de la littérature, soit 10 u.Mpour chacun des deux inhibiteurs (Margolin et al., 1997).

Ces inhibiteurs ont été ajoutés dans le milieu de culture en même temps que la bilirubine et

reste dans le milieu d'incubation pendant 96 heures.

3) EXPOSITIONAU GLUTAMATE ETAUX

ANTAGONISTES DE SES RECEPTEURS

Au 6ème jour de culture, le milieu a été remplacé, durant 6 ou 3 heures, par du milieu

additionné de glutamate (lOO!lM, RBI, Natick,MA, USA).

L'exposition des neurones à la bilirubine et/ou à l'hypoxie a par ailleurs été réalisée, en

présence d'antagonistes des récepteurs NMDA (dizocilpine maléate ou MK801, à l ûuM,

RBI) ou non NMDA (1,2,3,4-tetrahydroxy-6-nitro-2,3-dioxobenzb(f)quinoxaline-7

sulfonamide disodium ou NBQX à IO!lM,RBI). Ces antagonistes ont été incubés dans le

milieu de cultures en même temps que la bilirubine mais seulement pendant 6 heures. Ensuite,

le milieu a été remplacé par du milieu frais contenant ou non la bilirubine.
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D) MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE

La viabilité a été mesurée par une méthode spectrophotométrique utilisant le MTT (3-(4,5

dimethythiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide).

Dans les cellules vivantes, ce sel de tetrazolium est transformé dans les mitochondries en

formazan, qui sous l'action de déshydrogénases forme un précipité violet détectable par

spectrophotométrie (Hansen et al., 1989).Cette conversion est directement proportionnelle au

nombre de cellules viables.

Les neurones ont été incubés à 37°C pendant 3 heures en présence de MTT (500 ug/ml de

milieu, Sigma Chemicals). Ils ont été rincés deux fois avec une solution tampon phosphate

(phosphate-buffered saline,PBS : 137mM de NaCI, 6mM de Na2HP04, 1,5mM de KH2P04,

pH de 7,4) puis lysés par du DMSO (diméthyl sulfoxide) pur. La densité optique du lysat

obtenu a été mesurée à 519nm et les résultats ont été exprimés en pourcentage de variation par

rapport aux témoins auxquels a été attribuée une viabilité de 100%.

E) CARACTERISATION DE LA MORT CELLULAIRE

1) NECROSE ETAPOPTOSE

L'analyse de la quantité de cellules nécrotiques ou apoptotiquesa été réalisée à l'aide de la

technique de marquage de l'état nucléaire, adaptée de Wolvetang et al. (1994), utilisant le

DAPI (4;6-diamidino-2-phénylindole).

La méthode consiste à laver deux fois les cellules par du PBS et à les fixer pendant 10 nm

dans une solution d'éthanol/acide acétique (3 : 1). Elles ont été ensuite lavées dans de l'eau

distillée pendant 1 nm et séchées à l'air libre. L'ADN nucléaire a été marqué par le DAPI (0,5

ug/ml, SigmaChemicals) au cours d'une incubation de 10 nm. Les cellules ont de nouveau été

lavées deux fois à l'eau distillée séchées et traitées avec une solution anti-décoloration

(lOmg/ml, p-phényldiamne dans 90% de glycérol).
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Le comptage des cellules saines, nécrotiques et apoptotiques a été réalisé sous microscope à

fluorescence (Axioskop, Zeiss) à 365 nm. Les résultats ont été exprimés en pourcentage de

cellules par rapport au nombre de cellules totales. Un mnimum de trois expériences distinctes,

chacune avec des comptages de 5 aires de 100 noyaux par boites de cultures ont été utilisées.

2) FRAGMENTATION D'ADN: mesure de la libération de

thymidine tritiée

Lorsque des cellules sont exposées simultanément à la thymidine CH] et à un traitement

inducteur de l'apoptose, leur ADN va se fragmenter, la cellule se lyser avec formation de

corps apoptotiques et des petits fragments vont être dispersés dans le milieu. La perte d'ADN

des cellules sera reflétée par la réduction de leur marquage radioactif au profit du milieu

d'incubation (Mc Gahon et al., 1995).

Avant l'exposition des neurones à l'hypoxie ou à la bilirubine, le milieu de culture a été

remplacé par du SATO contenant de la thymidine CH] à 0,5IlCi/ml (activité spécifique:

3,30TBq/mmol, New England Nuclear, Boston, MA).

La durée d'incubation est la même que celle de l'épisode hypoxique augmenté ou non de la

période post-hypoxique étudiée.

- Pour la mesure de la fraction extra-cellulaire:

Le milieu contenu dans les boites a été récupéré. Des fioles de comptage ont été .préparées

avec l50lll de milieu et 2 ml de scintillant (Optiphase Hisafe II).

- Pour la mesure dans le fraction acido-insoluble:

Les boites ont été rincées avec du NaCl 0,9% à 4°C puis elles ont été incubées pendant 20 mu

à 4°C avec du TCA à 10%. Après élimination du TCA, les boites ont été lavées avec 200il1

d'éthanol. L'évaporation de l'éthanol se fait à l'air libre.

122



Les cellules ont été solubilisées avec du NaOH IN et incubées 1 heure à 37°C. Un

prélèvement de l Oûul additionné de scintillant Optiphase Hisafe II a été réalisé pour le

comptage et un second de lOOlll a été utilisé pour la mesure des protéines par la méthode de

Bradford (1976).

La radioactivité a été mesurée à l'aide d'un compteur à scintillation (Beckman, LS, 1801).

F) EVALUATIONDU TAUX DE SYNTHESE PROTEIQUE

La synthèse protéique a été mesurée par l'incorporation de L-Ieucine eH] (NEN : SOCi/mmo1)

dans les cellules en culture.

Juste avant l'exposition des neurones à l'hypoxie ou la bilirubine, le milieu de culture a été

remplacé par du SATO contenant la L-Ieucine eH] à O,SIlCi/ml. A chaque temps de mesure,

les boites ont été rincées deux fois avec du NaCI 0,9% puis ont été incubées dans 1ml de TCA

(acide trichloroacétique) 10% glacé et mises à 4°C pendant 20 mn.

- Pour la mesure dans le fraction acido-insoluble:

Les boites ont été vidées et rincées avec 200ilL d'éthanol; le TCA et l'éthanol de rinçage sont

éliminés. L'évaporation de l'éthanol se fait à l'air libre.

Après lavage des boites avec une solution de NaCI 0,9%, les cellules ont été traités comme

pour l'étude de l'incorporation de thymidine eH].

Les incorporations de thymidine et de L-Ieucine eH] ont été calculées en DPM dans les

fractions acido-insolubles. Les résultats sont exprimés en pourcentage de variation par rapport

aux témoins.
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G) EVALUATIONDE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE DES

NEURONES

L'étude du métabolisme énergétique a été réalisée par incorporation de 2-D-eH]

déoxyglucose, (2dG eH]).

Le 2dG eH] est transporté au sein des neurones par le même système de transporteurs que le

glucose. Il est transformé par l'hexokinase en 2dG-6-phosphate eH] alors que le glucose est

transformé en glucose-6-phosphate. Le métabolisme des deux substances va ensuite différer;

le glucose est converti en fructose-6-phosphate puis métabolisé. En revanche, le 2dG eH] ne

peut être converti en fructose-6-phosphate et s'accumule dans la cellule.

Les boites de cultures ont été rincées deux fois avec du tampon Krebs-Ringer sans glucose et

préincubées pendant 15 mn à 37°C. Elles ont été incubées 30 mn à 37°C dans 1,5 ml de la

même solution contenant 1mM de 2dG eH] (NEN: 50Ci/mmol) à IjrCi/ml. Après lavage des

boites avec une solution de NaCI 0,9%, les cellules ont été solubilisées avec du NaOH IN et

incubées 1 heure à 3rc. Des fioles de comptage ont été préparées avec 100111 d'échantillon,

400111 H20 et 3ml de scintillant Optiphase Hisafe Il. La radioactivité a été mesurée à l'aide

d'un compteur à scintillation (Beckman, LS 1801). Un dosage des protéines de chaque

échantillon a té réalisé par la méthode de Bradford.

L'incorporation de 2dG eH] a été calculée en nmollmg de protéines et les résultats ont été

finalement exprimés en pourcentage de variation par rapport aux témoins.

H) ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats obtenus ont été analysés par une analyse de la variance ANOVA, suivie d'un

test t a posteriori: Test t protégé dont le principe est celui d'un Test t de Student mais

modifié du fait que la variance estimée l'est içi sur l'ensemble des échantillons.
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Résultats
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) ETUDES IN VIVO

A) EFFET D'UNE HypaXIE TRANSITOIRE CHEZ LE

RATON DE 1 JOUR

1) SURVIE

Une hypoxie de 30 mn provoque la mort de 90% des animaux. Réduite à 25 mn, elle

engendre encore 60% de mortalité. Par contre, une exposition de 20 mn permet un taux de

survie avoisinant les 80% (fig 1), ce qui nous a conduits à choisir cette durée d'hypoxie pour

la suite de nos travaux.

2) MESURE DES GAZ DU SANG

Les animaux témoins présentent un pH de 7,4, une PC02de 35 mmHg et une P02 de 75

mmHg.

Lors de l'hypoxie, le pH et la P02 diminuent progressivement pour atteindre respectivement

6.6 et 12.5 mmHg après 20 mn. En revanche, la PC02 est augmentée jusqu'à 130 mmHg.

Le pH, la P02 et la PC02 retrouvent leur valeur de base après 20 mn de réoxygénation, la P02

présentant un pic de pression à 5 mn de réoxygénation (95 mmHg) (fig 2).

3) EVOLUTIONDES POIDS CORPORELS ET CEftEBRAUX

Aucune incidence sur le poids corporel n'est observée chez le jeune animal; mais une

diminution du poids corporel des animaux hypoxiques apparaît plus tard à partir de 40 jours

post-hypoxie (fig 3). L'hypoxie engendre une diminution des poids cérébraux à partir de 6

jours post-hypoxie (-9%), laquelle persiste jusqu'à l'âge adulte.
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Figure 1 : Courbe de survie des ratons de l jour exposés à une hypoxie
de durée variable.

Valeurs moyenness +/- DS obtenues à partir de S animaux minimum.
* : p<O.OS, **: p<O.OI (Test de Student)
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Figure 2: Variation des paramètres physiologiques (pH, pC02, p02) lors
d'une hypoxie de 20 min puis après réoxygénation.

Valeurs moyenness +/- DS obtenues à partir de S animaux minimum.
* : p<O.OS, **: p<O.OI (Test de Student)
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Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 5 animaux minimum.
* :p<O.05, ** :p<O.OI, (Test de Student)
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4) MORPHOMETRIE

4.1) EPAISSEUR DE LA COUCHE DES CELLULES

PYRAMIDALES DE L'HIPPOCAMPE

Au niveau de CAl, on constate une diminution de l'épaisseur de la couche des cellules

pyramidales qui débute à partir de 4 jours post-hypoxie (-20,6%) et s'accentue jusqu'à 6 jours

(-24,6%). L'épaisseur de cette couche cellulaire reste significativement inférieure à celle des

témoins jusqu'à 13 jours, alors qu'aucune différence n'est plus observée chez l'adulte (fig 4).

Le profil de perte cellulaire est similaire au niveau de CA3, et du Subiculum .avcc un déficit

de cellules qui devient significatif à partir de 4 jours et maximale vers 6-7 jours post-hypoxie.

4.2) DENSITE CELLULAIRE AUNIVEAU DE

L'HIPPOCAMPE ET DU CORTEX

L'hypoxie provoque, au niveau de CAl, une diminution de la densité cellulaire à partir du 3ème

jour post-hypoxie (-9%) avec un maximum atteint vers 5 jours post-hypoxie (-20,2%). La

diminution de la densité s'amoindrit ensuite jusqu'à 13 jours; aucune différence significative

n'étaut observée entre les hypoxiques et les témoins chez l'adulte (planche 3).

Au niveau de CA3, on constate le même profil de diminution de la densité cellulaire.

La perte de densité celIulaire au niveau du Subiculum est retardée de 1 jour par rapport à la

zone CAl et CA3, mais le minimum de densité cellulaire s'observe toujours vers 6 jours post

hypoxie (fig 5).

Au niveau du cortex, la diminution de la densité n'apparaît qu'à partir du 4ème jour et s'accroît

progressivement pour culminer à 13 jours post-hypoxie (-16,5%).
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Figure 4 : Epaisseur de la couche des cellules pyramidales de l'hippocampe après une
hypoxie de 20 min sur des ratons de 1 jour.

Valeurs moyenness +/- DS obtenues à partir de 5 animaux minimum.
* : p<O.05, **: p<O.Ol, (Test de Student)
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Témoin-6j CAl Hypoxie-6j

Témoin-6j Cortex Hypoxie-6j

Planche 3 : Coupes cérébrales de 1'hippocampe et du cortex, 6 jours après
l'épisode hypoxique.

Les coupes sont colorées à la thionine et examinées à l'objectif 40X.
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Figure 5 : Deusité cellulaire au niveau de 1 'hippocampe et du cortex après une hypoxie
de 20 min sur des ratons de 1jour.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 5 animaux minimum.
*: p<O.05, **: p<O.OI. (Test de Student)
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5) COMPTAGES CELLULAIRES

Une diminution du nombre de cellules est observée au niveau de CAl à partir du 3ème jour

avec une diminution maximale atteinte à 6 jours post-hypoxie (-27,1%). La climinution reste

significative (-18,5%) par rapport aux témoins à 13 jours post-hypoxie (fig 6). Le profil est

identique au niveau de CA3.

Le Subiculum présente un profil décalé de 1 jour, avec toujours une perte maximale à 6 jours

(-35%). L'hypoxie provoque au niveau du cortex une diminution du nombre de cellules à

partir du 4ème jour pour atteindre un maximum à 6 jours post-hypoxie (-22,9%).

Aucune différence significative n'apparaît entre les témoins et les animaux hypoxiques

adultes.

6) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

6.1)DAPI

Les témoins présentent pendant les 3 premiers jours de vie des taux de nécrose de l'ordre de

4% et des taux d'apoptose de l'ordre de 5%, toutes zones confondues. Ces valeurs diminuent

par la suite (fig 7).

L'hypoxie provoque, au niveau de CAl, une augmentation du nombre de cellules nécrotiques

dès 3 jours post-hypoxie (5% vs 2,3% pour les témoins). A partir du 4ème jour, le taux de

cellules apoptotiques augmente (5,2% vs 2,5%). Le pic de mort par apoptose est atteint à 7

jours post-hypoxie (13,3% vs 2,3%). Après 13 jours, il n'apparaît plus de trace de cellules

apoptotiques alors que persiste de la nécrose.

Le profil est similaire au niveau de CA3.

Lorsque l'on s'intéresse au cortex et au Subiculum, on constate une augmentation du taux de

nécrose et d'apoptose qui débute en même temps à 4 jours post-hypoxie. L'apoptose est

maximale après 6 jours et comparable aux témoins à 13 jours post-hypoxie alors que les taux

de nécrose restent significativement plus élevés que chez les témoins (planche 4).
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Figure 6 : Comptage cellulaire au niveau de l'hippocampe et du cortex, après une hypoxie
de 20 min sur des ratons de 1 jour.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 5 animaux minimum.
*: p<O.05, **: p<O.OI, (Test de Student)
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Figure 7 : Evaluation des taux de nécrose et d 'apoptose au niveau de 1 'hippocampe, du
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Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 5 animaux minimum.
*: p<O.OS, **: p<O.Of, (Test de Student)

135



CA1

Cortex
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Témoin-6j

Hypoxie-6j

Hypoxie-6j

Planche 4 : Caractéristiques de la mort cellulaire, après marquage des coupes au DAPI
T : témoin, N : nécrose, A : apoptose
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6.2) TUNEL

Aucun marquage au TUNEL n'est détectable chez les animaux hypoxiques, ni chez les

animaux témoins dans les premiers jours de vie.

6.3) FRAGMENTATION D'ADN SUR GEL D'AGAROSE

On observe une fragmentation d'ADN, qui n'est pas en échelle mais qui correspond à des

fragments de l'ordre de 200pb, au niveau de l'hippocampe et du cortex aussi bien chez les

témoins que chez les hypoxiques pendant les 3 jours suivant le traitement. Par la suite, on ne

retrouve plus de fragmentation chez les témoins (fig 8).

L'hypoxie engendre une fragmentation d'ADN, observée après 5 jours post-hypoxie aussi bien

dans le cortex et l'hippocampe. La fragmentation persiste jusqu'à 6 jours mais n'apparaît plus à

13 jours post-hypoxie.

7) ACTIVITE DE LA CYTOCHROME OXYDASE (CO)

Après 3 jours, aucune différence de l'activité enzymatique de la cytochrome oxydase n'est

mise en évidence entre les témoins et les hypoxiques au niveau de l'hippocampe, alors qu'elle

est diminuée par rapport aux témoins au niveau du cortex (-9%).

A partir de 6 jours post-hypoxie, on constate une augmentation significative de l'activité

enzymatique de la CO par rapport aux témoins dans les 3 structures (fig 9), laquelle persiste

jusqu'à 13 jours post-hypoxie.
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Figure 8 : Fragmentation d'ADN par électrophorèse sur gel d 'agarose de l 'hippocampe et du
cortex après une hypoxie de 20 min sur des ratons de 1 jour.
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8) EXPRESSIONDE PROTEINES SPECIFIQUES

La protéine Bcl-2 est uniquement surexprimée à 3 jours post-hypoxie avec +108%, son

expression devient par la suite inférieure à celle des témoins (avec -37% à 13 jours post

hypoxie).

Le profil d'expression de la protéine Bax est inversé, la protéine étant surexprimée à partir de

6 jours pour atteindre +78% après 13 jours (fig 10).

La protéine CPP32 (caspase 3) présente une expression fortement augmentée à 3 et 6 jours

(+110%) qui se stabilise par rapport aux témoins à 13 jours post-hypoxie.

L'hypoxie engendre une augmentation de l'expression de la protéine p53 à 3 jours post

hypoxie (+97%) qui s'atténue par la suite pour être réprimée par rapport aux témoins à 13

Jours.

L'expression de la protéine HSP 105 est supérieure chez les hypoxiques à 3 jours post-hypoxie

et diminue ensuite, pour atteindre à 13 jours -22% par rapport aux témoins.

9)IRM

Les valeurs d'ADC des animaux hypoxiques sont globalement diminuées de 25% par rapport

aux témoins, au 3ème jour post-hypoxie (planche 5 ; fig Il).

Après 6 jours, les valeurs d'ADC sont inférieures à celles des témoins de l'ordre de 20% et ce

quelle que soit la zone étudiée. Il convient de préciser que les témoins à 6 jours présentent des

valeurs d'ADC inférieures de 21% par rapport aux témoins à 3 jours.
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Planche 5 : lllustration des séquences d 'IRM
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B) MODELES DE TOLERANCE AL'HYPOXIE

1) CONDITIONNEMENT

1.1) EVOLUTION DES POIDS CORPORELS

ET CEREBRAUX

Le développement corporel et cérébral des animaux témoins conditionnés est similaire à celui

des témoins normoxiques (fig 12).

Le conditionnement a permis de conserver les poids cérébraux des animaux hypoxiques

comparables aux témoins, contrairement à la perte de poids occasionnée par l'hypoxie seule.

1.2) MORPHOMETRIE : Mesure de la densité cellulaire au

niveau de l'hippocampe et du cortex

Le conditionnement a permis aux animaux hypoxiques de conserver une densité cellulaire

comparable aux animaux témoins, aussi bien au niveau de l'hippocampe que du cortex (fig

13).

1.3) COMPTAGES CELLULAIRES

Aucune perte cellulaire n'est observée chez les témoins conditionnés par rapport aux témoins

non conditionnés (fig 14).

Le comptage cellulaire au niveau de l'hippocampe et du cortex n'a pas permis de mettre en

évidence de différence entre les animaux témoins et hypoxiques conditionnés.
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1.4) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

Les animaux hypoxiques conditionnés prsentent un profil identique aux animaux témoins,

avec une mort par apoptose durant les 3 premiers jours de vie et qui régresse par la suite

(fig 15).

Les valeurs des taux de cellules nécrotiques sont comparables à celle des animaux témoins.

1.5) EXPRESSIONDE PROTEINES SPECIFIQUES

L'expression de la protéine Bcl-2 chez les animaux conditionnés hypoxiques est

progressivement augmentée par rapport aux témoins, à partir de 3 jours post-hypoxie

(+53.8%) pour atteindre + 139% à 13 jours (fig 16).

La protéine Bax est réprimée dès 3 jours (-20%), et jusqu'à 13 jours (-36,6%).

2) HYPOTHERMIE

2.1) EVOLUTIONDES POIDS CORPORELS ET

CEREBRAUX

L'hypothermie réalisée sur des animaux témoins n'a aucun effet significatif sur leur poids

corporel.

Les animaux hypoxiques en hypothermie ont un poids cérébral inférieur de 5%, non

significatif à celui des animaux témoins (fig 17).
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2.2) MORPHOMETRIE : Mesure de la densité cellulaire au

niveau de l'hippocampe et du cortex

Aucune clifférence significative entre la densité cellulaire des animaux hypoxiques et témoins

n'a pu être mis en évidence, que cela soit au niveau de l'hippocampe ou du cortex (fig 18). Il

convient de préciser que les variations intra-groupes sont plus importantes que celle

habituellement rencontrées.

2.3) COMPTAGES CELLULAIRES

Le comptage cellulaire n'a pas montré de différence, entre les témoins et les animaux

hypoxiques, dans le nombre de cellules au niveau du cortex ou de l'hippocampe (fig 19).

2.4) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

On observe une apoptose physiologique durant les 3 premiers jours de vie aussi bien chez les

animaux témoins que chez les hypoxiques. Ce type de mort cellulaire régresse par la suite

pour atteindre des valeurs de 3-4% (fig 20).

Les taux de cellules nécrotiques sont du même ordre de grandeur. Aucune différence dans ce

profil n'est mis en évidence entre les différentes structures étudiées.

2.5) EXPRESSIONDE PROTEINES SPECIFIQUES

Les valeurs de base de l'expression des protéines Bax ou Bcl-2 des animaux témoins

hypotherrniques ne peuvent être comparée à celles des animaux témoins normoxiques car les

expériences à 26°C ont requis des concentrations d'anticorps primaire plus élevées en raison

d'une fluorescence à peine détectable avec les concentrations utilisées habituellement. Le

profil d'expression des protéines Bax et Bcl-2 des animaux hypoxiques est comparable à celle

des animaux témoins (fig 21).
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3) TRAITEMENT PAR LE MK801

3.1) EVOLUTION DES POIDS CORPORELS

ET CEREBRAUX

Un essai thérapeutique utilisant 10mg/kg ayant provoqué une trop forte mortalité des ratons

nous a contraint à utiliser une dose plus faible de Smk/kg. Les animaux témoins, traités par

Mk801, présentent un défaut de leur poids corporel dès le 2èmejour post-traitement. De ce fait,

lorsque l'on rapporte les poids corporel ou cérébral des animaux hypoxiques à ceux des

animaux témoins, on ne met en évidence aucune différence (fig 22).

Compte tenu de l'effet du M801 sur les témoins, les résultats suivants seront exprimés en

pourcentage de variation par rapport aux témoins non traités par MK801. Bien que non décrit

dans les expériences suivantes, aucune lésion cellulaire n'a pu être mise en évidence chez les

témoins traités par MK801.

3.2) MORPHOMETRIE : Mesure de la densité cellulaire

au niveau de l'hippocampe et du cortex

Une diminution de la densité cellulaire est observée dès le Sème OU 6èmejour post-hypoxie

selon la région étudiée. La différence de densité à 7 jours est de l'ordre de -30% par rapport

aux témoins; elle reste élevée à 13 jours post-hypoxie avec des valeurs de -2S% à -30% (fig

23).

3.3) COMPTAGES CELLULAIRES

Le comptage cellulaire, chez les sujets hypoxiques traités par MK801, a mis en évidence une

diminution significative de 12% du nombre de cellules à partir de S jours post-hypoxie dans

les différentes structures (fig 24).

La perte cellulaire s'accroît avec le temps pour se stabiliser vers 7 jours à -20% par rapport

aux témoins.
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Figure 24 : Comptage cellulaire au niveau de 1 'hippocampe et du cortex après une hypoxie
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3.4) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

A 5 jours post-hypoxie, les animaux: hypoxiques présentent une augmentation significative du

nombre de cellules apoptotiques (5,52% vs 1,52% chez les témoins)(fig 25).

La mort cellulaire de type nécrose ou apoptose progresse jusqu'à 7 jours.

A 13 jours, le pourcentage de cellules apoptotiques régresse, pour devenir comparable à celui

des témoins. En revanche, le taux: de cellules en nécrose reste élevé (8,53% vs 1,8% chez les

témoins).

3.5) EXPRESSIONDE PROTEINES SPECIFIQUES

L'expression de la protéine Bcl-2 des animaux hypoxiques est comparable à celle des

animaux: témoins à 3 jours post-hypoxie, et devient réprimée à 6 et 13 jours avec -42% par

rapport aux: témoins (fig 26).

Le profil de Bax est opposé, son expression étant supérieure aux: témoins à partir de 6 jours

pour terminer à 13 jours post-hypoxie avec une augmentation de l'ordre de 84%.
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C) ETUDE DE LA MATURATION CEREBRALE

1) EFFET D'UNE HYPOXIE TRANSITOIRE CHEZ LE

RATONDE 7JOURS DE NAISSANCE

1.1) SURVIE

L'exposition de ratons âgés de 7 jours à une hypoxie de 20 mn provoque une mortalité de

100% (fig 27).

Cette mortalité absolue persiste encore lorsque l'on réduit l'épisode hypoxique à 10 mn. Le

taux de survie augmente ensuite progressivement. Il avoisine les 40% pour une durée de 9mn.

Le temps d'exposition choisi de 8 mn correspond à un taux de survie de 80%.

1.2) EVOLUTION DES POIDS CORPORELS ET

CEREBRAUX

Dès le jour suivant l'agression, les animaux hypoxiques présentent un défaut de croissance de

l'ordre de 12%. Ce déficit de poids corporel s'accentue avec le temps pour atteindre une

différence de 28 %, 7 jours après l'agression (fig 28).

Les poids cérébraux, rapportés au poids corporel, des animaux hypoxiques sont

significativement inférieurs à ceux des animaux témoins, avec des différences comprises entre

5 % à 1 jour post-hypoxie à 24 % à 7 jours.
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1.3) MORPHOMETRIE : Mesure de la densité cellulaire au

niveau de l'hippocampe et du cortex

La diminution de la densité cellulaire au niveau de CAl devient significative chez les

animaux hypoxiques au 2éme jour après l'agression (-6,8 % vs témoins) alors qu'il faut

attendre le 3éme jour pour qu'elle devienne significative dans le cortex (fig 29)...

A 7 jours post-hypoxie, les densités cellulaires au niveau de CAl et du cortex des animaux

hypoxiques sont inférieures d'une vingtaine de pour-cent à celles des témoins.

1.4) COMPTAGES CELLULAIRES

Dès le 2éme jour de l'agression, on observe une perte cellulaire de 12 % au niveau de CAl

alors que le cortex n'est pas encore touché (fig 30).

La diminution du nombre de cellules devient significative dans le cortex à partir du 2éme jour

suivant l'hypoxie. Les pertes cellulaires augmentent régulièrement jusqu'à 7 jours, avec des

valeurs voisinent de 30%, toujours observées à 20 jours post-hypoxie.

1.5) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

On assiste à une mort cellulaire par nécrose qui évolue dans le temps pour atteindre 10% des

cellules totales après 7 jours (fig 31).

Aucune mort par apoptose n'est observée.

En ce qui concerne le cortex, la nécrose débute au 2éme jour post-hypoxie pour représenter à

7 jours un taux de 15% des cellules totales. Là encore, la mort par apoptose ne semble pas

intervenir.
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1.6) EXPRESSION DE PROTEINES SPECIFIQUES

Au 3ème jour suivant l'agression, l'expression de la protéine Bcl-2 est diminuée de 8,5% au

niveau de la zone CAl de l'hippocampe des animaux hypoxiques et devient ensuite

comparable aux témoins (fig 32).

En ce qui concerne l'expression de la protéine Bax, les animaux hypoxiques ne présentent pas

de différence significative par rapport aux témoins.

2) EFFET D'UN TRAITEMENT PAR LE MK801

2.1) EVOLUTION DES POIDS CORPORELS

ET CEREBRAUX

Les animaux témoins exposés au MK8û1 ont un retard de croissance de 1Û % visible dès le

jour suivant l'exposition. Ce déficit de poids persiste encore à 7 jours post-hypoxie, avec une

diminution de 14,5% par rapport aux témoins non traités (fig 33).

En ce qui concerne le poids cérébral des animaux hypoxiques traités par MK8û I, on observe

une diminution significative par rapport aux témoins, de l'ordre de 6%, le lendemain de

l'agression, qui s'atténue par la suite.

Compte tenu de l'effet propre du MK8û 1 sur les animaux, toutes les variables étudiées

ultérieurement seront évaluées en pourcentage de variation par rapport aux témoins non traités

par le MK8ûl.
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2.2) MORPHOMETRIE : Mesure de la densité cellulaire au

niveau de l'hippocampe et du cortex

La densité cellulaire au niveau de l'hippocampe des animaux traités par le MK8ûl, est

significativement diminuée le lendemain de l'agression, avec des diminutions de l'ordre de 8

à 9%. Une diminution significative de 6% est observée pour le cortex (fig 34).

Les jours suivants, la densité cellulaire redevient comparable aux témoins.

2.3) COMPTAGES CELLULAIRES

La zone CAl présente une perte cellulaire significative durant les 2 premiers jours suivant

l'exposition (-9,5 et -7,7% par rapport aux témoins), qui régresse par la suite pour atteindre

des valeurs non significatives voisinent de 4% (fig 35).

La diminution du nombre de cellules au niveau du Cortex est juste significative le lendemain

de l'agression, avec -7% par rapport aux témoins.

2.4) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

Le nombre de cellules apoptotiques au niveau de l'hippocampe et du cortex des animaux

hypoxiques est comparable à celui des témoins avec des valeurs comprises entre 1 et 3% des

cellules totales (fig 36).

En revanche, le nombre de cellules nécrotiques est significativement augmenté le lendemain

de l'exposition, et ce dans toutes les structures étudiées (avec un taux de 6 à 7% des cellules

totales comparé à un taux de l'ordre de 3% chez les témoins).
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Figure 34 : Densité cellulaire au niveau de 1 'hippocampe et du cortex après une hypoxie
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Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 5 animaux minimum.
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2.5) EXPRESSIONDE PROTEINES SPECIFIQUES

L'expression des protéines Bax et Bcl-2 au niveau de CAl ne présentent pas de différence

significative par rapport aux témoins, leur expression étant augmentée de l'ordre de 2 à 4%

(fig 37).

D) EFFET D'UNE ADMINISTRATION INTRAPERITONEALE

DE BILIRUBINE ASSOCIEE OUNONA UNE HYPOXIE

1) POIDS CORPOREL ET CEREBRAL

Les animaux ayant reçu une injection intrapéritonéale de bilirubine (216,6mg/kg) ont un poids

corporel significativement inférieur à celui des témoins et ce dès le lendemain de

l'administration (10,4 g vs 12,5 g pour les témoins).

Ce défaut de croissance persiste encore après 5 jours (12,2 g vs 16,2 g).

En revanche, après 7 jours, il n'apparaît plus de différence significative entre le poids corporel

des animaux exposés à une forte concentration de bilirubine et les témoins (fig 38).

Les animaux exposés à la double agression ont une retard de croissance de l'ordre de 30% par

rapport aux témoins, leur poids étant significativement inférieur à celui des animaux exposés

à la bilirubine ou à l'hypoxie seille.

Cette situation persiste jusqu'à 5 jours. Après 7 jours, les animaux ont un poids, toujours

inférieur à celui des témoins mais comparable au poids des animaux hypoxiques.

Lorsque l'on s'intéresse au poids cérébral, aucune différence significative n'apparaît entre les

témoins et les animaux ayant reçu la bilirubine, alors que les animaux exposés à la double

agression présentent, tout comme les animaux exposés seulement à l'hypoxie, un retard de

croissance cérébrale après 7 jours.
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2) ETUDE CELLULAIRE

2.1) COMPTAGES CELLULAIRES

Les animaux ayant reçu l'injection de bilirubine présentent une diminution non significative

du nombre de cellules de l'ordre de 2 à 4% selon les structures (fig 39).

Chez les animaux exposés à la bilirubine et à l'hypoxic, on observe après 3 jours, une

diminution du nombre de cellules, de 10% dans CAl et de l'ordre de 5-6% au niveau du

cortex. Cette diminution s'accentue après 4 jours.

Les valeurs sont comparables à ce que l'on observe avec l'hypoxie seule.

2.2) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

Quelles que soit la structure, le nombre de cellules en dégénérescence dans le cerveau des

animaux traités à la bilirubine est comparable à celui des témoins.

Chez les animaux exposés à la bilirubine et à l'hypoxie, le nombre de cellules nécrotiques est

doublé par rapport aux témoins, à partir du 3ème jour au niveau de CAl (fig 40), alors qu'il

n'est augmenté qu'à partir du 4ème jour au niveau du cortex.

Le pourcentage de cellules apoptotiques est augmenté à partir du 4ème jour dans toutes les

structures, avec 5,5% dans CAl et 6% dans le cortex alors que les témoins présentent 2 à

2,5% de cellules apoptotiques.

Les valeurs de cellules nécrotiques ou apoptotiques, observées chez les animaux. exposés à la

double agression sont comparables à celle obtenues avec l'hypoxie seule.
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2.3) EXPRESSION DE PROTEINES SPECIFIQUES

L'expression de Bcl-2 des animaux ayant reçu l'injection de bilirubine est comparable à celle

des témoins, tout comme l'expression de Bax (fig 41).

En ce qui concerne les animaux exposés à la double agression, le profil est comparable à celui

observé chez les animaux exposés uniquement à l'hypoxie.

3) DOSAGE DE LA BILIRUBINE

Le dosage spectrophotométrique n'a pas pu mettre en évidence la présence de bilirubine au

niveau cérébrale, aussi bien chez les animaux exposés seulement à la bilirubine ou ceux ayant

subi la double agression (fig 42).

184



III Bcl-2
D Bax
II1H
II1B
DHB

120 **
**en 100c

ë3
E 80

'ID-en 60>
**c

0 40:;::;
CIl
'C 20CIl
>
ID 0"0

j:$? -200

* *
-40 J3 J4
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II) ETUDES IN VITRO

A) TOXICITE DE LA BILIRUBINE

1) TOXICITE EN FONCTION DE LA DOSE DE

BILIRUBINE UTILISEE

La réponse des neurones aux concentrations croissantes de bilirubine a été évaluée au IOème

jour de culture, c'est-à-dire après un contact de 4 jours avec la bilirubine (fig 43).

L'exposition des neurones à la bilirubine engendre une diminution de la viabilité cellulaire.

Cette réponse est dose-dépendante vis-à-vis des concentrations de bilirubine, mais elle n'est

pas linéaire. La concentration de O,25J.1M de bilirubine est sans effet significatif sur la

viabilité.

Les concentrations plus élevées provoquent des diminutions significatives de la viabilité

cellulaire (une diminution moyenne de 84,5% par rapport aux témoins est observée avec la

concentration 5J.1M).

2) TOXICITE EN FONCTION DU TEMPS POUR UNE DOSE

DONNEE

L'administration de O,5J.1M de bilirubine provoque une réduction de la viabilité cellulaire par

rapport aux témoins dès 48 heures d'exposition.

L'effet s'amplifie à 72 et 96 heures pour atteindre une diminution moyenne de 22,5% (fig 44).
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3) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

L'administration de cycloheximide (lulvl), un inhibiteur de la synthèse protéique, protège les

neurones de la toxicité de la bilirubine, la viabilité cellulaire redevenant comparable aux

cellules témoins. Il en est de même pour l'administration des inhibiteurs de caspases DEVD

CHü et YVAD-CHü (IOIlM) (fig 45).

Les témoins normoxiques présentent une moyenne de 8,0% de cellules nécrosées et 4,4% de

cellules apoptotiques (fig 46).

L'exposition à la bilirubine engendre une augmentation du taux de cellules apoptotiques dès

48 heures pour atteindre à 96 heures une moyenne de 15% . Les taux de cellules nécrosées

deviennent différents des témoins seulement à 96 heures.

L'administration de CHX conjointement à la bilirubine réduit le nombre de cellules

apoptotiques à un taux comparable à celui des témoins (2,82% vs 3,53%). En revanche,

aucune diminution significative n'est observée pour les cellules nécrotiques.

Il convient de préciser que la CHX, par elle-même, induit une augmentation significative par

rapport aux témoins des taux de cellules nécrosées (10,68% vs 6,28%).

L'administration de l'un ou l'autre des inhibiteurs de caspases provoque une diminution des

taux de cellules nécrosées et apoptotiques qui deviennent alors comparables à ceux des

témoins.

4) EVOLUTIONDE LA SYNTHESE PROTEIQUE

Seule la mesure dans la fraction insoluble caractérise l'incorporation de L-leucine eH] dans

les protéines.

La synthèse protéique des neurones exposés à la bilirubine est augmentée de 53% après 1

heure d'exposition. Elle diminue ensuite pour augmenter de nouveau à partir de 48 heures et

atteindre une augmentation maximale de 79,1% à 72 heures (fig 47).
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Figure 45 : Conséquences des traitements par la cycloheximide et les inhibiteurs
de caspases sur la toxicité de la bilirubine.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 5 expériences minimum,
chacune utilisantplus de S boites de cultures.
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Figure 46 : Effet de la bilirubine sur les taux de nécrose et d'apoptose.
Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 5 expériences minimum,

chacune utilisantplus de S boites de cultures.
*:p<O.OS, **:p<O.Ol, (Test de Student)
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Figure 47: Variation des taux de synthèse protéique des neurones exposés
à la bilirubine, reflétée par l'incorporation de leucine [3H].

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
, ' chacune utilisant plus de 5 boites de cultures. . .
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Figure 48 : Evolution du métabolisme énergétique des neurones exposés
à la bilirubine, analysé par l'incorporation de 2-dG[3H].

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*: p<O.05, **: p<O.Ol, (Test de Student)
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5) ETUDE DE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE DES

NEURONES

Au 6ème jour de ~~lture, les témoins normoxiques présentent un prélèvement de2dG eH] de

l'ordre de 61 nmol/mg de protéines. Ce taux reste stable jusqu'au 1Oème jour de culture. Les

neurones soumis à la bilirubine présentent un métabolisme diminué par rapport aux témoins à

6 et 24 heures (-44,8 et -55,8%) qui tend à remonter à 48 heures tout en restant inférieur aux

témoins (-17,3%). La diminution du métabolisme tend de nouveau à s'accentuer pour atteindre

à 96 heures une moyenne de -30,7% (fig 48).

6) FRAGMENTATION DE L'ADN

L'exposition des neurones à la bilirubine provoque une diminution significative du

prélèvement et de l'incorporation de thymidine tritiée dès 24 heures pour atteindre -41 et -71%

respectivement à 96 heures (fig 49). En parallèle, on observe une augmentation significative

du marquage radioactif dans le milieu de culture atteignant 22% à 96 heures.

B) TOX/CITE DE LA BILIRUBINE ASSOCIEE A UN

EPISODE HYPOX/QUE DE 6 HEURES

1) VIABILITE CELLULAIRE

Sur des neurones au 6ème jour de culture, une hypoxie de 6 heures engendre une diminution

significative de la viabilité cellulaire à partir de 72 heures, qui s'amplifie à 96 heures pour

atteindre 21% par rapport aux cultures témoins (fig 50). Lors d'une exposition à la bilirubine

conjointement à une hypoxie de 6 heures, on enregistre une diminution significative de la

viabilité cellulaire par rapport aux témoins dès 48 heures. Elle est significativement différente

de celle obtenue avec I'hypoxie ou la bilirubine seille. La diminution de la viabilité s'accentue

jusqu'à 96 heures (-34,5%).
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Figure 49: Couséquences d'une exposition à la bilirubine sur le prélèvement,
l'incorporation nucléaire de thymidine tritiée et sa libération dans le milieu de

culture.
Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,

chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.
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Figure 50 : Conséquence d'une exposition à la bilirubine associée à
une hypoxie de 6 heures sur la viabilité cellulaire des neurones.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.
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Figure 51 : Effet de la bilirubine associée à une hypoxie de 6 heures sur
les taux de nécrose et d'apoptose des neurones.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*: p<0.05, **: p<O.Ol, vs témoins
+: p<0.05, + + :p<O.Ol, vs bilirubine
.: p<0.05, .t: p<O.Ol, vs hypoxie
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2) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

L'hypoxie de 6 heures entraîne une augmentation du taux de cellules apoptotiques, de l'ordre

de 14% des cellules totales.

Lors d'une exposition à la bilirubine et à une hypoxie de 6 heures, on observe une

augmentation significative par rapport aux témoins des taux de cellules nécrosées et

apoptotiques, respectivement 17 et 22% des cellules totales.

Les valeurs sont différentes de ce que l'on obtient avec l'hypoxie ou la bilirubine seule

(fig 51).

3) EVOLUTIONDE LA SYNTHESE PROTEIQUE

Les neurones soumis à une hypoxie de 6 heures présentent une synthèse protéique augmentée

de 43,9% par rapport aux témoins dès 1 heure d'hypoxie puis de 50,4% après 48 heures de

réoxygénation (fig 52).

Dans les neurones ayant subi la double agression, le taux de synthèse protéique est stimulé de

53% dès 1 heure d'exposition, dans des proportions comparables à ce que l'on obtient avec

l'hypoxie seule.
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Figure 52: Variation des taux de synthèse protéique des neurones exposés à la bilirubine et
à une hypoxie de 6 heures,

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

* :p<O.05, ** :p<O.Ol, vs témoins
+: p<O.05, + + : p<O.Ol, vs bilirubine
'i': p<O.05, 'i''i': p<O.Ol, vs hypoxie
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4) ETUDE DE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE DES

NEURONES

Le métabolisme des neurones exposés à l'hypoxie de 6 heures est nettement augmenté par

rapport aux témoins à 6 et 24 heures. L'incorporation de 2dG diminue ensuite

progressivement jusqu'à atteindre -38,6% à 96 heures (fig 53). Lorsque la bilirubine est

associée à une hypoxie de 6 heures, les neurones présentent jusqu'à 24 heures un métabolisme

augmenté par rapport aux témoins et les variations sont comparables à celles obtenues avec

l'hypoxie seule. L'incorporation de 2dG tend à diminuer à 48 heures et devient

significativement différent des valeurs mesurées avec l'hypoxie ou la bilirubine seule.

L'incorporation de 2dG est inférieure aux témoins à 96 heures.

C) IMPLICATION DES RECEPTEURS NMDA ETNON-NMDA

DU GLUTAMATE DANS LA NEUROTOXICITE DE LA

BILIRUBINE ASSOCIEE OUNON A UNE HYPOXIE DE

6 HEURES

1) VIABILITE CELLULAIRE

Le glutamate engendre une diminution de la viabilité cellulaire après 96 heures (-15%)

d'exposition. La diminution est significativement réduite en présence de l'antagoniste des

récepteurs NMDA, c'est-à-dire de MK8û1(fig 54). La baisse de viabilité liée à la bilirubine

(-17%) est atténuée par l'administration de MK8û1, dès 48 heures (-10%) pour devenir

comparable aux témoins à 96 heures. La diminution de viabilité à 96 heures après à une

hypoxie de 6 heures (-22%) n'est pas significativement atténuée par la présence de MK8û1

(fig 55).

La diminution de viabilité liée à une exposition au glutamate n'est pas atténuée par la présence

d'antagonistes des récepteurs non NMDA, tels que NBQX. L'administration de NBQX

conjointement à l'exposition à la bilirubine ou à une hypoxie ne réduit pas la diminution de

viabilité cellulaire obtenue pour l'une ou l'autre des agressions (fig 56).
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Figure 53 : Evolution du métabolisme énergétique des neurones analysé par l'incorporation
de 2dG [3H] après exposition à la bilirubine et à une hypoxie de 6 heures.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*: p<O.05, **: p<O.OI, vs témoins
+: p<O.05, + + : p<O.OI, vs bilirubine
?: p<O.05, ??: p<O.OI, vs hypoxie
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Figure 54 : Effet du glutamate et des antagonistes de ses récepteurs, MK8ü1 et NBQX
sur la viabilité des neurones exposés à la bilirubine associée ou non

à une hypoxie de 6 heures.
Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,

chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.
*: p<O.05, ** :p<O.OI, vs témoins
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Figure 55: Effet d'un antagoniste des récepteurs NMDA (MK801) sur la viabilité des neurones
exposés à la bilirubine associée ou non à une hypoxie de 6 heures.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

• : p<O.05,**: p<O.OI, vs témoins
+: p<O.05,++: p<O.OI, vs non traités MK801
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Figure 56: Effet d'un antagouiste des récepteurs non NMDA (NBQX) sur la viabilité des neurones
exposés à la bilirubine associée ou non à une hypoxie de 6 heures.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*:p<O.OS, **: p<O.OI, vs témoins
+: p<O.05, ++ : p<O.OI, vs non traités NBQX
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2) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

L'augmentation de nécrose et d'apoptose liée à la bilirubine (respectivement 12,5 et 15%) est

totalement abolie par la présence de MK80, avec des valeurs comparable aux témoins à 96

heures.

Le MK801 a également un effet bénéfique sur les taux de nécrose et d'apoptose liés à

l'association de la bilirubine à une hypoxie de 6 heures (7% et 3,5% vs 17,3 et 23%) alors qu'il

n'a pas d'effet sur les taux de cellules dégénérées obtenus avec l'hypoxie seille (fig 57).

En revanche, l'administration de NBQX n'a aucun effet protecteur sur les taux de cellules

nécrotiques et apoptotiques augmentés suite à l'exposition à la bilirubine, à l'hypoxie ou à

l'association des deux (fig 58).

D) TOXICITE DE LA BILIRUBINE ASSOCIEE A UN

EPISODE HYPOXIQUE DE 3 HEURES

1) VIABILITE CELLULAIRE

Contrairement à une hypoxie de 6 heures, l'hypoxie de 3 heures engendre une augmentation

de la viabilité cellulaire à partir de 72 heures et qui s'accentue jusqu'à 96 heures pour atteindre

en moyenne 31,8% au delà des cultures témoins (fig 59).

Les neurones ayant subi une exposition à la bilirubine et à l'hypoxie de 3 heures présentent

une viabilité réduite par rapport aux témoins dès 48 heures. La baisse de viabilité est

comparable à celle mesurée avec la bilirubine seille. A 72 et 96 heures, la diminution de

viabilité par rapport aux témoins est accentuée et devient significativement différentes de

celle obtenue avec la bilirubine seule.
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Figure 57: Effet d'un antagoniste des récepteurs NMDA (MK8ûl) sur les taux de nécrose et
d'apoptose des neurones exposés à la bilirubine associée ou non à une hypoxie de 6 heures.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

': p<O.05, ": p<O.Ol, vs témoins
+: p<O.05, ++: p<O.Ol, vs non traités MK801
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Figure 58 : Effet d'un antagouiste des récepteurs non NMDA (NBQX) sur les taux de nécrose et
d'apoptose des neurones exposés à la bilirubine associée ou non à une hypoxie de 6 heures.

Valeurs moyennes +/- DS obtenuesà partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*: p<O.OS, **: p<o.OI, vs témoins
+: p<D.D5,++: p<D.DJ, vs non traités NBQX
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Figure 59: Conséquence d'une exposition à la bilirubine associée à
une hypoxie de 3 heures sur la viabilité cellulaire des neurones.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

* : p<O.05, •• : p<O.01, vs témoins
+: p<O.05, + + : p<O.01, vs bilirubine
t: p<O.05, tt: p<O.Ol, vs hypoxie

rn
(J)

** **CIl
+-' ••0 25 ••.....
rn
~ 20::::l

(J) 150
rn 10>
rn
(J) 5
::::l

(J) 0
0

~
Nécrose 96h Apoptose 96h0

• T

• H3

• B

• H3B

Figure 60 : Effet de la bilirubine associée à une hypoxie de 3 heures sur
les taux de nécrose et d'apoptose des neurones.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

* :p<0.05, ** :p<O.Ol, vs témoins
+: p<0.05, + +: p<O.Ol, vs bilirubine
t: p<0.05, tt:p<O.Ol, vs hypoxie
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2) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

Les neurones exposés à 3 heures d'hypoxie présentent un taux de nécrose significativement

inférieur aux témoins dès 72 heures post-hypoxie.

Aucune différence n'est à noter entre les taux d'apoptose des cellules exposées à l'hypoxie et

les cellules témoins (fig 60).

L'association de la bilirubine à une hypoxie de 3 heures provoque une augmentation du

nombre de cellules nécrotiques à partir de 72 heures pour atteindre 18,8% vs 8,3% pour les

témoins à 96 heures.

L'apoptose est quant à elle augmentée dès 48 heures pour culminer à 17,.6% vs 3,8% pour les

témoins à 96 heures.

Les taux de nécrose et d'apoptose, obtenus par combinaison de la bilirubine et d'une hypoxie

de 3 heures, sont significativement supérieurs à ceux obtenus avec la bilirubine seule.

3) EVOLUTION DE LA SYNTHESE PROTEIQUE

L'hypoxie de 3 heures engendre une augmentation de 34% de la synthèse protéique dès 1

heure après le début de l'hypoxie. Après une diminution de synthèse qui débute dès la

réoxygénation et jusqu'à 48 heures, une nouvelle augmentation est observée avec un pic à 72

heures (63,5%).

Le profil de synthèse protéique obtenu suite à l'association bilirubine et hypoxie de 3 heures

est comparable à celui obtenu avec l'hypoxie seule (fig 61).
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Figure 61: Variation des taux de synthèse protéique des neurones exposés à la bilirubine et
à une hypoxie de 3 heures.

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus dei boites de cultures.

* : p<O.05, **: p<O.OJ, vs témoins
.: p<O.05, •• : p<O.OJ, vs bilirubine
.: p<O.05, ••: p<O.OJ, vs hypoxie
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4) ETUDE DE L'ACTIVITE FONCTIONNELLE DES

NEURONES

Le métabolisme des neurones exposés à l'hypoxie de 3 heures est augmenté de 19 % par

rapport aux témoins à la fin de l'hypoxie. L'incorporation de 2dG diminue ensuite

progressivement jusqu'à atteindre -33,6% à 96 heures (fig 62).

Lorsque la bilirubine est associée à une hypoxie de 3 heures, les neurones présentent un profil

de l'activité fonctionnelle similaire à celui de l'hypoxie seule, c'est-à-dire une augmentation à

3 heures pour diminuer ensuite progressivement.

E) IMPLICATION DES RECEPTEURS NMDA ET NON-NMDA

DU GLUTAMATE DANS LA NEUROTOX/CITE DE LA

BILIRUBINE ASSOCIEE OUNON A UNE HYPOXIE DE 3

HEURES

1) VIABILITE CELLULAIRE

L'administration de MK8û1 avant l'épisode hypoxique inhibe l'augmentation de viabilité

constaté avec l'hypoxie seule, dès 48 heures. Administré conjointement à la bilirubine, la

viabilité redevient comparable à celle des témoins, à partir de 48 heures.

Lorsque les neurones sont exposés à la double agression, bilirubine et hypoxie, le MK8û1

permet d'obtenir une viabilité similaire à celle des témoins (-1,5% à 96 heures) (fig 63).

En revanche, l'administration de NBQX au milieu de culture ne protège pas les neurones

soumis à Iabilirubine, la viabilité étant comparable à ce que l'on obtient avec la bilirubine

seme. Lorsqu'il est ajouté avant l'épisode hypoxique, il empêche l'augmentation de viabilité

observée suite à l'hypoxie seule. NBQX ne protège pas les neurones exposés à la bilirubine et

à l'hypoxie (fig 64).
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Figure 62 : Evolution du métabolisme énergétique des neurones analysé par l'incorporation
de 2dG rm après exposition à la bilirubine et à une hypoxie de 3 heures,

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*:p<O.05, ** :p<O.Ol, vs témoins
.: p<O.05, •• : p<O.Ol, vs bilirubine
t: p<O.05, tt: p<O.Ol, vs hypoxie
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Figure 63 : Effet d'un antagoniste des récepteurs NMDA (MK801) sur la viabilité des neurones
exposés à la bilirubine associée ou non à une hypoxie de 3 heures,

Valeurs moyennes +/- DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*: p<O.OS, **: p<O.Ol, vs témoins
+: p<O.OS, ++: p<O.Ol, vs non traités MK801
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Figure 64: Effet d'un antagoniste des récepteurs non-NMDA (NBQX) sur la viabilité des
neurones exposés à la bilirubine associée ou non à une hypoxie de 3 heures.

Valeurs moyennes +/- D8 obtenues à partir de 3 expériences minimum,
chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.

*: p<O.05. **: p<O.OI, vs témoins
+: p<O.05, ++: p<O.OI, vs non traités NBQX
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2) CARACTERISTIQUES DE LA MORT CELLULAIRE

Lorsque MK8û1 est administré conjointement à la bilirubine, on observe une diminution des

taux de nécrose de 12,5 à 7,4% et d'apoptose de 14,8 à 3,8%. Les taux de cellul~snécr~sées et

apoptotiques des neurones exposés à 1'hypoxie sont augmentés par le MK8û1 à des valeurs

comparables aux témoins.

Le pourcentage de cellules nécrosées consécutifs à une exposition par la bilirubine et

l'hypoxie est lui aussi réduit à des valeurs témoins (de 18,8% à 6,7%); tout comme le taux de

cellules apoptotiques (de 17,6% à 3,5%) (fig 65).

Le pourcentage de nécrose et d'apoptose ne diminue pas de façon significative avec

l'administration de NBQX, aussi bien dans les neurones exposés à la bilirubine ou à l'hypoxie

que dans ceux exposés à la double agression (fig 66).
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Figure 65 : Effet d'uu antagoniste des récepteurs NMDA (MK80l) sur les taux de nécrose et
d'apoptose des neurones exposés à la bilirubine associée ou non à uue hypoxie de 3 heures.

Valeurs moyennes +/~ DS obtenues à partir de 3 expériences minimum,

chacune utilisant plus de 5 boites de cultures.
*: p<O.05, **: p<O.OJ, vs témoins

+: p<O.OS, ++ : p<O.Ol, vs non traités MK801
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Figure 66 : Effet d'un antagoniste des récepteurs non-NMDA (NBQX) sur les taux de nécrose et
d'apoptose des neurones exposés à la bilirubine associée ou non à une hypoxie de 3 heures.

Valeurs moyennes +/~ DSobtenuesà partir de 3 expériencesminimum,
chacune utilisant plus de -5 b~ites de cultures.

*: p<O.OS, **: p<O.Ol, vs témoins
+: p<O.OS, ++: p<O.Ol, vsnontraités NBQX
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1) ETUDE IN VIVO D'UNE HYPOXIE CEREBRALE

NEONATALE

A) EFFETD'UNE HYPOXIE TRANSITOIRE

1) CHOIXDUMODELE D'ETUDE

Comparés aux modèles in vitro, les modèles in vivo permettent d'avoir une description

globale des phénomènes cérébraux consécutifs à l'agression. Ils prennent en compte la

diversité phénotypique et l'influence des mécanismes adaptatifs. En effet, la contribution des

cellules gliales en réponse à l'hypoxie/ischémie ne peut être déniée et il a été montré que les

cellules gliales en co-culture protégeaient les neurones des conséquences de divers types

d'agression (Mattson et Rychlik, 1990; Giulan et al., 1993).

Les modèles généralement utilisés pour l'étude in vivo des conséquences de

1'hypoxie/ischémie sont des adaptations du modèle de Lévine qui consiste à ligaturer une des

artères carotides puis à placer l'animal en hypoxie. Ce modèle ne permet pas d'évaluer l'effet

de l'hypoxie seule et requiert l'utilisation d'animaux âgés d'au moins une semaine. Pour

étudier les méfaits de 1'hypoxie sur des ratons nouveau-nés, un modèle non invasif semblait

plus approprié et a donc été développé au laboratoire. Ce dispositif nécessite une régulation

fine de la température ainsi qu'une circulation de l'atmosphère au sein de l'enceinte. Le

couvercle en plexiglas de cette chambre permet d'observer le comportement des animaux.

2) CARACTERISTIQUES GENERALES DUMODELE

Le choix de 20 mn d'exposition des rats âgés de 1 jour correspond à une hypoxie sublétale.

Après 5 mn d'hypoxie, les animaux sont très agités pendant une dizaine de minutes puis

deviennent totalement apathiques et bleuissent. Cet état est réversible dès la première minute

de réoxygénation.L'hypoxie provoque une diminution rapide de la pOz et du pH, traduisant

une acidose, observée également lors d'une asphyxie chez le fœtus et généralement associée à

une augmentation des taux de lactate cérébral (Engidawork et al., 1997).
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La cyanose visible durant les 5 dernières minutes d'hypoxie résulte de la désaturation en 02

de l'hémoglobine. L'augmentation de la pC02, significative après 15 mn traduit un état

d'hypercapnie, dont le rôle est de compenser transitoirement le déficit en oxygène par

augmentation du débit sanguin cérébral et de la ventilation. La réoxygénation va engendrer

une P02 supérieure à la pression de base, éventuellement à l'origine de radicaux libres dérivés

de l'oxygène.

L'hypoxie ne perturbe pas la croissance corporelle des animaux à court terme, ce qui laisse à

penser que les animaux hypoxiques ont un comportement identique aux témoins vis-à-vis de

leur mère dont ils sont dépendants en ce qui concerne leur alimentation durant les 20 premiers

jours de vie précédant le sevrage. Le poids corporel des animaux hypoxiques devient inférieur

à celui des témoins vers 40 jours post-hypoxie, conséquence possible d'une hyperactivité en

réponse à l'hypoxie (Gross et Lun, 1985; Lun et al., 1990).

Le poids cérébral est quant à lui diminué dès 6 jours post-hypoxie, reflet d'un défaut de

croissance cérébrale ou d'une perte de tissu cérébral associée à des pertes cellulaires.

3) CARACTERISTIQUES CELLULAIRES DUMODELE

L'hypoxie entraîne une désorganisation progressive de la couche des cellules pyramidales de

1'hippocampe, associée à une diminution de la densité cellulaire mise en évidence à partir de 3

jours dans la zone CAl. Dans le cortex cérébral, la réduction de la densité cellulaire est

décelable à 4 jours post-hypoxie,

Un marquage à la N8E couplé au DAPI a permis de montrer que les cellules en

dégénérescence, aussi bien au niveau du cortex que de l'hippocampe, étaient bien des

neurones. La vulnérabilité de la couche CAl de l'hippocampe avait dejà été rapportée par

Dell'Arma et al. (1991) suite à une anoxie chez le raton nouveau-né. En revanche, les travaux

de Matsuoka et al. (1997) chez l'adulte ne permettent pas de mettre en évidence une telle

vulnérabilité de CAl mais plutôt de la couche CA3.

Ces différents résultats soulignent l'importance de l'âge et de la sévérité de l'agression dans

les modèles in vivo d'hypoxie.
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Conformément à notre modèle, l'apoptose et la nécrose peuvent co-exister en réponse à une

agression hypoxique-ischémique (Martin et al., 2000 ; Zheng et Xu, 2000), la nécrose

observée à partir de 3 jours post-hypoxie pouvant correspondre à la mort des cellules les plus

vulnérables, par exemple celles en cours de différenciation ou en mitose. En fonction de la

sévérité de l'agression et de la dépletion des taux énergétiques des cellules, un continuum

entre l'apoptose et la nécrose a même été proposé (Benchoua et al., 2001 ; Martin et al.,

2001). Alors que l'apoptose mise en évidence vers 3 ou 4 jours serait le reflet principal de

l'hypoxie sur les cellules cérébrales, l'apoptose observée aussi bien chez les témoins que chez

les animaux hypoxiques durant les 2 à 3 premiers jours de vie, traduit une apoptose

physiologique. Le cerveau de rat à la naissance est immature et continue de se développer

durant les jours suivants. La mort neuronale apoptotique est capitale pour le développement

du système nerveux car elle permet l'adaptation du nombre de neurones connectés aux

cellules cibles et la correction des erreurs de connexion (Barde, 1989 ; Oppenheim, 1991).

La perte cellulaire observée vers 3-4 jours post-hypoxie, associée à un déficit de densité

cellulaire, présente les caractéristiques morphologiques d'une mort par apoptose. En effet,

l'une des manifestations de l'apoptose est l'importante condensation du noyau et du

cytoplasme, ce qui induit une diminution de volume cellulaire, alors qu'une mort par nécrose

se traduit plutôt par un gonflement cellulaire qui va conduire à l'éclatement des membranes.

L'analyse de la morphologie nucléaire après marquage au DAPI soutient cette hypothèse. Elle

est couplée à la mise en évidence d'une fragmentation d'ADN sur gel d'agarose. Néanmoins,

cette fragmentation ne conduit pas à une image caractéristique en échelle, mais à

l'accumulation de fragments de l'ordre de 200 paires de bases. La méthode TUNEL n'a mise

en évidence aucune cellule TUNEL-positive, aussi bien chez les témoins que chez les

animaux hypoxiques. Différents auteurs ont déjà souligné que les noyaux TUNEL-positif

étaient peu fréquents au niveau du cerveau de rat en développement (Spreafico et al., 1995 ;

Kuan et al., 2000); ce qui suggère une détection de la fragmentation de l'ADN par une :

méthode plus sensible. Nos résultats suggèrent que l'hypoxie induit des fragments de hauts

poids moléculaires, non visualisables sur gel d'agarose, et que les fragments de 200 pb sont

probablement le résultat de l'activité d'exonucléases endogènes.
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L'apoptose consécutive à l'hypoxie est confirmée par les variations d'expression de protéines

spécifiques. La protéine pS3 est surexprimée à 3 jours pour être ensuite réprimée à 13 jours.

Cette protéine a été impliquée dans l'induction de l'apoptose dans différents modèles

d'hypoxie/ischémie cérébrale (Chopp et al., 1992; Morrison et al., 1996). Pour. Choi(1998),

cette surexpression serait consécutive à la perte de l'homéostasie calcique alors que d'autres

auteurs l'attribuent à la production des radicaux libres (Lotem et al., 1996) ou encore à

l'excitotoxicité (Morrison et al., 1996). Son action porte sur l'induction de l'expression de la

protéine Bax (Miyashita et Rced, 1995) et la répression de l'expression de Bcl-2 (Miyashita et

al., 1994) ou des protéines de stress de la famille des HSP70 (Agoff et al., 1993). Cette

protéine est considérée comme un bon marqueur de lésions irréversibles des cellules post

mitotiques du SNC et les variations de son expression pourraient avoir une signification dans

la détermination de la vulnérabilité neuronale sélective (Sakhi et al. , 1994 ; Morrison et al.,

1996).

Une surexpression de Bcl-2, HSPI OS et de la caspase 3 a été observée à 3 jours post-hypoxie.

Alors que la caspase 3 reste surexprimée à 6 jours, Bcl-2 et HSPIOS sont progressivement

réprimées. L'expression de Bax est quant à elle augmentée à partir de 6 jours post-hypoxie.

De nombreux auteurs ont déjà souligné ce profil d'expression de Bax et Bcl-2 en réponse à

une hypoxie (Ravishankar et al., 2001 ; Gillardon et al., 1996; Northington et al., 2001). La

surexpression des HSPs, a également été mise en évidence en réponse à une hypoxie

transitoire in vivo (Bossenmeyer-Pourié et al., 2002). Cette surexpression uniquement

observée à 3 jours post-hypoxie pourrait être attribuée à une tentative d'atténuation de

l'augmentation de calcium provoquée par l'hypoxie (Kiang et Koenig, 1996 ; Kiang et

Tsokos, 1998).

Tandis que la liaison de Fas/APül à son récepteur, régulée positivement par la protéine pS3,

va engendrer l'activation en cascade des caspases impliquées dans la phase effectrice de

l'apoptose (Schlegel et al., 1996 ; Mannick et al., 1999 ; Sun et al., 1999), les variations

d'expression de Bax et Bcl-2 contribuent à l'activation de ces caspases, via la libération du

cytochrome c qui va interagir avec APAF-1 et induire la pro-caspase 9 pour finalement

activerla caspase3 (Chou et al., 1998 ; Luo et al" 1998; Sun et al., 1999). L'activation de

cette dernière serait responsable pour une grande part de la mort neuronale (Narnura et al.,

1998; Nath et al., 1998), avec une induction spécifique au niveau des neurones apoptotiques

(Armstrong et al., 1997; üchu et al., 1998).
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L'action des caspases peut être réprimée par les protéines Bcl-2 et HSPs (Srinivasan et al.,

1996). Ces protéines étant réprimées à 6 jours post-hypoxie, elles ne peuvent donc plus

interférer avec les propriétés apoptotiques des caspases, ce qui se traduit par une mort

cellulaire maximale à ce stade.

On assiste vers 13 jours post-hypoxie à une diminution de la sévérité des lésions. La

réalisation de doubles marquages GFAPIDAPI et NSE/DAPI a permis de montrer que la

récupération cellulaire observée à partir de 13 jours post-hypoxie n'est pas liée à une

augmentation de la proportion des éléments gliaux, mais à une récupération neuronale. Les

lésions cellulaires consécutives à l'hypoxie semblent donc être transitoires. D'ailleurs, à 40 et

60 jours post-hypoxie, l'apparence morphologique et la densité cellulaire au niveau des

structures étudiées sont comparables aux témoins. Une récupération semblable a été observée

par Li et al. (1998b), à la suite d'une perte neuronale consécutive à une hypoxie maternelle.

Cette récupération apparente pose la question d'une éventuelle neurogénèse. En effet, Jin et al.

(2001) ont mis en évidence une augmentation de la prolifération cellulaire après une ischémie

chez le rat adulte. Les cellules en prolifération, marquées par le BrdU, co-expriment les

marqueurs de neurones immatures mais pas les marqueurs de neurones plus matures comme

NeuN ou Hu, ce qui suggère une genèse à partir de précurseurs.

Cette prolifération serait directement liée au faible taux d'oxygène, comme l'on démontré

Studer et al. (2000), en diminuant l'exposition à l'oxygène de neurones en culture, de 20% à

3%. Des cellules souches vont alors proliférer au niveau des zones subventriculaires et

subgranulaires du gyms denté de l'hippocampe.

Ces cellules vont ensuite se différencier en neurones (Kitagawa et al., 2001) qui pourront, au

moins partiellement, compenser les pertes neuronales. Bernabeu et Sharp (2000) ont montré

une synaptogenèse associée à la neurogenèse, reflétée par l'induction de l'expression de la

synapsin I à la suite d'une ischémie chez la gerbille adulte. Toutefois, on peut imaginer que

l'induction de la synaptogénèse ne permet pas une compensation totale des circuits neuronaux

endommagés par l'hypoxie, ce qui pourrait expliquer les troubles fonctionnels observés à plus

long terme après un accident hypoxique.
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4) CARACTERISTIQUES FONCTIONNELLES

4.1)IRM

L'arrivée récente de nouvelles techniques d'IRM comme l'imagerie de diffusion a déjà montré

leur supériorité dans le diagnostic très précoce des lésions ischémiques (Cowan et al., 1994).

Selon Wolf et al. (2001), la valeur de l'ADC (Apparent Diffusion Coefficient) fournit une

mesure objective de l'étendue des lésions hypoxiques/ischémiques.

En neuropédiatrie, l'IRM pose des problèmes spécifiques, notamment liés à l'évolution des

images normales en fonction de la maturation cérébrale. Le cerveau d'un nouveau-né à terme

contient 90% d'eau contre 75% quelques années plus tard. La multiplication des fibres

nerveuses, des connexions intercellulaires, de l'astroglie et de la myéline, rend compte de ce

changement.

Du point de vue de l'imagerie, les modifications les plus frappantes sont celles qui concernent

la myélinisation, avec généralement une diminution de la valeur d'ADC avec l'âge

(Rutherford et al., 1991 ; Takeda et al., 1997).

Dans notre modèle, la valeur d'ADC des animaux témoins diminue de 22% entre le 4ème et le

7ème jour après la naissance, vraisemblablement en relation avec le développement de la

myéline. Chez les animaux exposés à l'hypoxie, une diminution de l'ADC de l'ordre de 25%

apparaît dès le 3ème jour post-hypoxie et persiste encore après 6 jours (20%).

Généralement, le profil des modifications de l'ADC est biphasique. Ainsi, on observe une

diminution de l'ADC durant l'agression, une récupération au cours des premiers temps de

réoxygénation, suivied'une nouvelle chute transitoire de l'ADC(Rumpel et al., 1997; .

Miyasaka et al., 2000).

La diminution de l'ADC représente une diminution de diffusion dans les tissus consécutive à

une accumulation de macromolécules intracellulaires, comme on peut l'observer après une

peroxydation lipidique des membranes. Une autre explication consiste en la réduction de

l'espace extracellulaire engendrée par un œdème cytotoxique (Huppi et al., 2001). Dans un

modèle d'hypoxie-ischémie cérébral chez le jeune rat, la diminution de l'ADC durant la

première phase de l'ischémie a été associée à la perturbation énergétique (Benveniste et al.,

1992 ; Busza et al., 1992).
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Néanmoins, le profil des modifications de l'ADC semble être dépendant de la durée de

l'épisode hypoxique/ischémique. D'une durée de 15 mu, il provoque une réduction de l'ADC

avec récupération. Au-delà de 15 mu, la récupération est transitoire avec une 2éme chute de

l'ADC. A 60 mu, la diminution initiale de l'ADC durant l'agression est permanente et n'est pas

suivie d'une récupération (Miyasaka et al., 2000).

L'absence de mesure entre les deux temps choisis (3 et 6 jours) ne permet pas de savoir si on

est en présence d'une chute de l'ADC biphasique ou d'une diminution permanente.

4.2) ACTIVITE DE LA CYTOCHROME OXYDASE

L'activité de la cytochrome oxydase est considérée comme un bon marqueur de l'activité

neuronale (Wong-Riley, 1989).

Dans notre modèle, on observe, à 3 jours post-hypoxie, une diminution de l'activité de cette

enzyme au niveau du cortex, alors qu'au niveau de CAl et CA3 aucune différence n'est mise

en évidence par rapport aux témoins. En revanche, de 6 à 13 jours post-hypoxie, on observe

une augmentation de l'activité de la cytochrome oxydase de l'ordre de 40% pour CAl ou le

cortex, à 60% pour CA3.

A la suite d'une hypoxie/ischémie, Il a généralement été rapporté une diminution de l'activité

de la CO. Par une mesure quantitative histochimique, une diminution de 30% de l'activité de

la CO a été observée suite à une ischémie globale (Dimlich et al., 1990). Cette diminution

peut rendre compte d'une perte neuronale, mais l'explication la plus vraisemblable serait un

hypométabolisme des neurones (Kreisman et al., 1981).

L'augmentation de l'activité de la CO que l'on observe dans notre modèle pourrait refléter

une augmentation de l'activité métabolique des cellules qui survivent à la privation en

oxygène, comme cela a été décrit in vitro dans un modèle de neurones en culture (Oillet et al.,

1996) ou dans un modèle in vivo chez le chat (Nemoto et al., 1981). Cette augmentation de

l'activité peut être associée, au moins en partie, à une augmentation des taux protéiques de la

sous-unité 1 de la CO suite à l'hypoxie, ainsi que l'on suggéré Northington et al. (200la).
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4.3) ETUDE DU COMPORTEMENT

Approximativement Y. des enfants présentant une encéphalopathie hypoxique-ischémique

vont développer à long terme des troubles cognitifs et des dysfonctionnements moteurs

(Escobar et al., 1991).

Lors de la mise au point du modèle, une étude comportementale du rat hypoxiqueaété.

réalisée, du stade néonatal au stade adulte, basée essentiellement sur la coordination

locomotrice et les capacités d'apprentissage et de mémorisation.

Dès le plus jeune âge apparaît une différence dans les performances motrices des animaux

témoins et hypoxiques. Les animaux hypoxiques sont plus lents, ce qui peut s'expliquer par le

retard de croissance, une force et une résistance musculaire plus faibles. Dans ce modèle,

l'hypoxie néonatale semble affecter les capacités d'apprentissage en terme de temps

nécessaire pour l'apprentissage. Ces observations sont en adéquation avec des études

antérieures concernant les effets néfastes de l'hypoxie sur la mémoire et l'apprentissage

(Hershkowitz et al., 1983 ; Nyakas et al., 1989). On retrouve chez l'adulte une certaine

lenteur au niveau de la locomotion. Par aîlleurs, plusieurs études chez les rongeurs ont révélé

une hyperactivité transitoire après une hypoxie néonatale, avec notamment une augmentation

des activités ambulatoires (Speiser et al., 1983 ; Dell'Anna et al., 1991).

D'une manière générale, on observe que l'hypoxie néonatale n'affecte pas sévèrement les

fonctions cérébrales, puisque tous les animaux hypoxiques sont capables de réussir les tests

comportementaux, en étant seulement plus lents que les témoins. Ces observations soulignent

la plasticité du cerveau nouveau-né, avec notamment des réorganisations des processus

cérébraux (Murakami et al., 1992).
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B) MODELES DE TOLERANCE

1) CONDITIONNEMENT

Le conditionnement par une hypoxie brève permet une protection totale et persistante vis-à

vis de I'hypoxie létale chez le rat immature. Aucune différence de poids cérébral n'apparaît

entre les animaux témoins et hypoxiques conditionnés. De même, aucune lésion cellulaire

n'est mise en évidence, ce qui se traduit par un profil de mort cellulaire totalement

comparable entre les témoins et les hypoxiques conditionnés.

Dans notre modèle, on ne peut se rallier à 1'hypothèse de travail de Kato et al. (1992)

concernant la médiation de l'effet protecteur du conditionnement par le biais des récepteurs

NMDA, après avoir observer l'abolition d'une tolérance à l'ischémie chez la gerbille adulte

en présence de MK80 1. En effet, nous verrons ultérieurement que les récepteurs NMDA ne

sont certainement pas fonctionnels chez le rat à ce stade du développement (Burgard et

Hablitz, 1993).

Cependant, on peut imaginer que l'effet bénéfique du conditionnement passe par la protection

cellulaire de Bel-2, via la neutralisation de Bax, son action anti-oxydante, ou encore via une

protection des fonctions mitochondriales (Myers et al., 1995 ; Shimizu et al., 1995 ; O'Reilly

et al., 1996; Miyashita et al., 1997; Srinivasan et al., 1996, Jensen et al., 2002). En effet,

dans notre modèle, le conditionnement engendre une surexpression de la protéine Bel-2,

parallèlement à une répression de la protéine Bax. La cascade apoptotique serait

potentiellement bloquée par un remaniement de la balance de l'expression de Bel-2lBax en

faveur de la survie cellulaire. Souvent associée à la surexpressionde Bel-Z, on observe

l'induction de gènes associés à la survie-comme les HSPs. Ceci a également été rapporté chez

la gerbille ou le rat adultes (Aoki et al., 1993 ; Liu et al., 1992; Sakaki et al., 1995), et

l'accumulation de ces protéines favoriserait la tolérance aux agressions-ultérieures.

Les protéines les plus souvent induites sont les HSP70 et HSP27 (Kato et al., 1991 ; 1994). Il

semblerait que l'action protectrice de HSP70 passe par une atténuation de l'augmentation de

calcium provoquée par l'hypoxie (Kiang et Koenig, 1996; Kiang et Tsokos, 1998). L'effet

anti-apoptotique des HSP70 a été attribué à de nombreux mécanismes dont le blocage du

signal conduisant à l'activation des JNK (Mosser et al., 1997 ; Buzzard et al., 1998; Yaglom

et al., 1999).
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Dans notre modèle, on peut émettre l'hypothèse que les neurones exposés à une brève

hypoxie induisent ces HSPs qui vont bloquer le prograrnrne d'apoptose au moment où survient

une nouvelle agression. Ce mécanisme semble être indépendant de l'activité chaperonne de

HSP70 (Yaglom et al., 1999). Certaines études rapportent que l'effet anti-apoptotique de

HSP70 est postérieur à l'activation des caspases (Jaattela et al., 1998), puisque les HSP70 ne

modifie pas la quantité de caspase activée en dépit d'une augmentation du nombre de cellules

survivantes; alors que d'autre rapportent que HSP70 est capable d'inhiber l'activation de la

caspase 3 (Masser et al., 1997). Au niveau de la cascade apoptotique, HSP27 est capable

d'inhiber l'activation de la procaspase 9 par le cytochrome c (Garrido et al., 1999) et capable

de réguler négativement l'activation de la caspase 3 (Pandey et al., 2000), sans que la

libération du cytochrome c par la mitochondrie ne soit modulée par HSP27. Dans notre

modèle, on peut donc émettre l'hypothèse que les neurones exposés à une brève hypoxie,

induisent ces HSPs, qui vont bloquer la cascade apoptotique, en vue d'une nouvelle agression.

Bien que différentes hypothèses existent concernant le conditionnement, il semble que ses

effets bénéfiques passent par un remaniement génétique du prograrnrne apoptotique.

2) HYPOTHERMIE

L 'hypothermie protège également des effets délétères de l'hypoxie. Contrairement au

conditionnement, le profil d'expression des protéines Bcl-2 et Bax est comparable à celui des

témoins.

Cette neuroprotection pourrait être associée à une atténuation de l'acidose engendrée par

l'hypoxie. Laptook et al., (1995) ont montré qu'une diminution de la température de 2 à 3°C

engendrait une réduction moindre du pH intracellulaire chez les animaux ischémiés en

hypothermie que chez les normothermiques, la différence entre les deux groupes étant de

l'ordre de 0,15 à 0,20 unités de pH. Chez l'adulte, l'accumulation de lactate et l'acidose sont

deux éléments critiques dans le devenir neurologique suite à une ischémie. En revanche, chez

le jeune animal, le rôle de l'acidose dans le développement des lésions tissulaires ne semble

pas être aussi clair.
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En effet, contrairement à l'adulte où le glucose assure le métabolisme énergétique, les corps

cétoniques participent dans une proportion importante à ce métabolisme au cours du

développement cérébral (Vannucci et Vannucci, 2000 ; Nehlig et Pereira de Vasconcelos,

1993). Ceci est essentiellement dû au fait que chez le nouveau-né, l'ingestion de corps gras

issus du lait maternel; induit une cétonémie élevée qui favorise un transport important des

composés cétoniques vers les neurones. Par ailleurs, l'augmentation de l'activité de la B

hydroxybutyrate déshydrogénase dans le cerveau en développement augmente sa capacité à

métaboliser les corps cétoniques (Bilger et Nehlig, 1992), alors que l'immaturité des

transporteurs de glucose limite son apport au cerveau (Vannucci, 1994).

Une autre hypothèse de l'effet protecteur de l'hypothermie consisterait en une réduction de

l'activité métabolique globale. A ce titre, dans notre modèle, on observe une plus faible

expression des protéines telles que Bax et Bel-Z chez les témoins hypothermiques comparés

aux témoins normothermiques, reflétant une diminution de l'activité de base de la cellule.

Aucune différence dans l'expression de ces protéines n'est observable entre les témoins et

hypoxiques hypothermiques. En hypothermie, l'animal apparaît comme sous sédation.

D'ailleurs l'hyperactivité consécutive à une hypoxie-ischémie chez le jeune animal (Karasawa

et al., 1994) est abolie par une hypothermie (Green et al., 1992 ; Nurse et Corbett, 1994).

Alors que la déplétion en ATP semble être requise pour la perte de l'homéostasie cellulaire à

l'origine de la dégradation des cellules (Jurkowitz-Alexandcr et al., 1992 ; Williams et al.,

1994), on peut imaginer que l'effet protecteur de l'hypothermie intervient dès ce stade en

préservant l'ATP et la phosphocréatine (Young et al., 1983 ; Yager et al., 1996), mais aussi

en atténuant les fluctuations en sodium et en potassium (Amorin et al., 1999).

En condition normoxique, les gradients de concentrations de potassium et de sodium,

responsables notamment du potentiel de membrane des cellules et des transports de divers

acides aminés et du glucose, sont maintenus par la pompe Na+/K+-ATPase. Il s'agit d'une

pompe ionique membranaire dont l'activité est liée aux taux d'ATP et grande consommatrice

d'énergie, sa fonction consistant à rejeter activement le sodium hors de la cellule tout en

pompant le potassium extracellulairevers l'intérieur, contre le gradient électrochimique.

226



En hypoxie, la perte de l'homéostasie cellulaire consécutive à la déplétion en ATP va

perturber ces gradients, d'autant plus que l'activité de la Na+/K+-ATPase est diminuée dans

les tissus cérébraux (Mayevsky 1992 ; Mishra et Delivoria-Papadopoulos, 1999, Qiao et al.,

2002). Ceci aboutit, à terme, à des perturbations du transport du glucose et à une altération des

potentiels de membranes et des transmissions synaptiques. Toutes ces perturbations sont

réduites par l'hypothermie via l'atténuation des fluctuations des concentrations de potassium

(Sonn et al., 2002).

Néanmoins, il convient de prendre en considérationque l'effet protecteur de cette stratégie est

fonction du degré de l'hypothermie. Ainsi, Yager et al. (1993) ont montré qu'après une

hypoxie-ischémie réalisée à 31°C chez le rat de 7 jours, aucun animal ne présentait de lésion

cérébrale, alors qu'à 34 ou 37°C ce sont respectivement 40 et 90% des ratons qui présentaient

des séquelles.

C) EFFET D'UNPRETRAITEMENT PAR UN ANTAGONISTE

DES RECEPTEURS NMDA

Par elle-même, l'administration de MK80l, à la dose utilisée, ne provoque aucune lésion

cellulaire décelable chez les ratons de 1 jour. Toutefois, il est à noter que les ratons témoins

exposés au MK801 présentent un retard de croissance significatif. Celui-ci peut être attribué à

un désintérêt de la mère pour ses petits qui ont un comportement ataxique et une activité

réduite. Ces observations sont en accord avec celles de Hattori et al. (1989).

Dans notre étude, le MK80l, n'exerce pas d'effet protecteur vis-à-vis de l'hypoxie mais il

permet de retarder de quelques jours le délai d'apparition des lésions, qui passe alors de 3 à 5

jours. Contrairement à I'hypoxie en absence de traitement, où I'apoptose prédomine sur la

nécrose lorsque les lésions cellulaires sont maximales, ici les deux types de mort cellulaire

sont de même ampleur. Cette augmentation du taux de nécrose ne peut être attribuée à l'action

du MK801 seul puisqu'administré aux témoins il ne perturbe pas le profil de mort cellulaire.

227



Chez le rat immature, les effets de l'hypoxie responsables de la mort neuronale semblent

indépendants de l'activation des récepteurs du glutamates (Nowell et al., 1995). Cette absence

d'effet protecteur du MK801 vis-à-vis d'une hypoxie chez le rat de 1 jour pourrait s'expliquer

par un défaut de fonctionnalité des récepteurs NMDA. En effet, Burgard et Hablitz (1993)

postulent que ces récepteurs ne seraient fonctionnels chez le rat qu'à partir du 3ème jour

postnatal (Burgard et Hablitz, 1993), stade auquel apparaitraient les sites de liaison pour la

MK801 (Morin et al., 1989).

Une autre explication peut s'orienter vers l'absence d'inactivation de la protéine kinase C

(PKC) chez le raton immature en réponse à la stimulation cellulaire par le glutamate. En effet,

la perte de l'activité de la PKC membranaire apparaît être un processus nécessaire à la

médiation de la mort neuronale induite par les acides aminés excitateurs dans des neurones en

cultures (Durkinet al., 1997). Dans un modèle de culture primaire de neurones d'embryons de

rat, Chihab et al. (1998) ont montré que, contrairement à des neurones cultivés pendant 13

jours, les cellules après 6 jours in vitro n'étaient pas sensibles à une concentration toxique en

glutamate, ceci bien que Oillet et al. (1995) aient montré sur le même modèle que les

récepteurs glutamatergiques étaient présents et fonctionnels.

La sensibilité au glutamate apparaît en présence d'un inhibiteur de la protéine kinase C

comme la staurosporine (Chihab et al., 1998). On peut imaginer que les événements

cellulaires faisant le lien entre l'influx de calcium induit par le glutamate et l'inactivation de

la PKC ne seraient pas développé chez le raton au cours des 24 heures qui suivent la

naissance. L'inactivation de la PKC induite par le calcium dans les neurones plus matures

dépendrait de la présence de sous unités particulières des récepteurs du glutamate. En faveur

de cette hypothèse, Mizuta et al. (1998) ont rapporté que des changements dans la

composition des sous unités des récepteurs du glutamate, notamment les sous unités zeta 1 et

epsilon 2 des récepteurs NMDA participeraient à l'émergence de la neurotoxiclté liée au

glutamate des neurones de souris en culture primaire.

Bien qu'un effet protecteur du MK80 l , démontré dans différents modèles, ne soit pas observé

dans notre étude, ce traitement mérite que l'on s'y intéresse dans la mesure où il permettrait

de retarder l'apparition des dommages cellulaires et donc d'allonger la durée de la fenêtre

thérapeutique. Cette observation pourrait s'expliquer dans le fait que le MK801 est

susceptible de produire une hypothermie modérée, elle-même neuroprotectrice envers les

effets de l'hypoxie (Duhaime et Ross, 1990; Warner et al., 1991).
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D) INFLUENCE DE LA MATURATION CEREBRALE:

HYPOXIE REALISEE CHEZ LE RATDE 7 JOURS

1) CARACTERISTIQUES DU MODELE

Une exposition à l'hypoxie de 10 mn des rats de 7 jours provoque la mort de tous les animaux.

A ce stade du développement, une hypoxie limitée à 8 est suffisante pour obtenir les mêmes

effets que 20 mn sur la survie des rats de 1 jour. En effet, il est bien établi que l'animal

immature tolère mieux l'hypoxie que l'adulte, tandis que le fœtus est plus résistant que le

nouveau-né CVarmucci et Duffy, 1977 ; Maulik et al., 1999).

La résistance plus élevée des neurones immatures à la privation en oxygène repose en partie

sur une plus faible consommation d'énergie. Sur des coupes cérébrales de rats, les taux d'ATP

consommés par les cellules sont 4 fois plus élevés chez l'adulte que chez le rat âgé de 4 jours

(Kawai et al. , 1989).

Cette consommation d' ATP coïncide avec l'évolution de la consommation cérébrale de

glucose, représentant 3 à 5 % de la valeur adulte à la naissance, puis augmentant de 50 à

100% entre 17 et 21 jours pour devenir comparable à l'adulte vers 35 jours (Nehlig et al.,

1993).

En condition hypoxique, il n'y a pas assez d'oxygène pour le métabolisme aérobie du glucose

et la glycolyse anaérobie va être activée, avec une production d'ATP 15 fois moindre et une

accumulation de lactate entraînant une acidose sévère et une altération des mitochondries

(Varmucci, 1990; Mitani et al. ; 1994). On peut émettre l'hypothèse que les neurones du

cerveau de rats âgés de 7 jours nécessitent une consommation d'énergie supérieure à ceux du

cerveau du rat de 1 jour. Ceci nécessite une glycolyse anaérobie plus soutenue, favorisant la

production de lactate et l'acidose chez le rat plus mature. Or, Ding et al. (2000) ont montré in

vitro, sur culture de neurones, qu'une acidification du pH intracellulaire de 7,3 à 6,5 suffisait à

induire une perte neuronale.
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Par comparaison avec l 'hypoxie réalisée à 1 jour, les lésions consécutives à une hypoxie sur

des animaux de 7 jours sont plus précoces, plus sévères et persistent encore à 20 jours après

réoxygénation. Des observations similaires ont été rapportées par Towfighi et al. (1997) et

Ikonomidou et al. (1989) en réponse à une hypoxie-ischémie. Notre modèle d'hypoxie sur le

raton de 7 jours correspondrait à des conséquences cérébrales sévères, comme le soulignent

également les travaux d'Ikonomidou et al. (1989) dans un modèle d'hypoxie/ischémie

réalisée à des âge différents, et indiquant le pic de sévérité vers 6 jours de naissance..

Dans notre modèle, les lésions sont associées à une mort cellulaire qui semble être la

manifestation d'une nécrose, contrairement au modèle de 1 jour. A ce titre, les protéines

régulatrices de l'apoptose Bax et Bcl-2 ont le même profil d'expression que chez les témoins.

11 apparaît donc que les caractéristiques de la mort cellulaire varie avec l'âge du sujet, et ces

observations in vivo vont dans le même sens que les travaux sur cultures de neurones de

Chihab et al. (1998) et Andreeva et al. (2001) sur culture de neurones qui ont montré qu'une

hypoxie sur des neurones des 6-8 jours in vitro induisait une mort présentant majoritairement

les caractéristiques de l'apoptose, tandis que les neurones plus matures (13-15 jours)

mouraient par nécrose.

A l'inverse d'une hypoxie chez le rat de 1 jour, la mort cellulaire à 7 jours pourrait être

médiée au moins partiellement par des processus excitotoxiques.

Alors qu'il a été mis en évidence une tendance à la récupération neuronale à la suite d'un

accident hypoxique cérébral chez le raton de 1 jour, ce phénomène n'a pu être observé lorsque

l'hypoxie a été réalisée chez le raton de 7 jours, peut être en raison des caractéristiques de la

mort par nécrose. En condition d'hypoxie-ischémie, il a été décrit une activation de la

microglie (Mc Rae et al., 1995 ; Ivacko et al., 1996), associée à une réponse inflammatoire

(Bona et al., 1999 ; Cowell et al., 2002). La cytotoxicité de la microglie contribuerait aux

lésions neuronales (Banati et al., 1993) via la sécrétion de divers agents cytotoxiques incluant

des enzymes protéolytiques, des cytokines ou encore l'oxyde nitrique (Lee, 1993 ; Saliba et

Henrot, 2000).
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L'activation de cette microglie serait également présente lors de l'hypoxie chez le raton de 1

jour, mais il est connu que les cellules microgliales peuvent prendre part au processus de

réparation des lésions tissulaires à travers la sécrétion de diverses molécules comme le TGFb,

le NGF, ou encore le NT3 (Prehn et Krieglstein, 1994 ; Mallat et al., 1989; Elkabes et al.,

1996), qui ont tous des effets neurotrophiques sur le cerveau en développement. On peut

imaginer que la microglie, activée suite à une hypoxie-ischémie, sécrète des molécules

préférentiellement toxiques lorsqu'elle est associée à une mort par nécrose et plutôt

neurotrophiques lorsqu'il s'agit d'une mort par apoptose.

2) EFFETD'UN PRETRAITEMENT PAR UN

ANTAGONISTE DES RECEPTEURS NMDA

Le traitement des animaux témoins âgés de 7 jours par l'antagoniste des récepteurs NMDA

entraîne un défaut de croissance. La toxicité intrinsèque du MK801 a été rapportée;

Ikonomidou et al. (1999) ont mis en évidence une vacuolisation du tissu cérébral et une mort

neuronale au niveau du cortex cérébral consécutivement à l'administration de MK801. De

même, l'exposition au MK801 de cultures primaires de néocortex de souris provoque

l'apparition de vacuoles cytoplasmiques après seulement 24 heures de traitement (Freeman

and Goldberg, 1994). Secondairement, une gliose réactive est observée (O'Callaghan, 1994).

Toutefois, Auer et Coulter (1994) ont argumenté que ces vacuoles ne traduiraient pas à une

forme de dégénérescence neuronale mais serait plutôt un artefact lié à une réaction des

neurones perturbés à la fixation par un aldéhyde.

Par ailleurs, dans le modèle de 7 jours, le MK801 s'est révélé avoir un effet protecteur contre

les effets de l'hypoxie. A partir du deuxième jour après la réoxygénation, au moment où les

dommages cellulaires apparaissent en réponse à l'hypoxie, le MK801 réduit les lésions en

limitant la nécrose à des taux comparables aux témoins. Parallèlement, aucune différence

n'apparaît entre le profil d'expression des protéines Bax et Bcl-2 chez les animaux

hypoxiques traités par MK801 et celui observé chez les témoins non traités.
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Ainsi, 1'hypoxie chez le raton de 7 jours utiliserait un mécanisme excitotoxique médiée par les

récepteurs NMDA., l'action de MK801 protégeant les neurones de la souffrance cellulaire

(Pringle et al., 1997). Au niveau cellulaire, l'hypoxie s'accompagne d'une forte augmentation

des taux extracellulaires de glutamate. Cet état s'accompagne d'une forte réduction du

transport des AAE au niveau glial (Benveniste et al., 1984; Hagberg et al., 1985; Bradford et

al., 1987). Il en résulte une activation prolongée des récepteurs, notamment des récepteurs

NMDA, suivie d'un flux de calcium (Choi, 1987). La perte de l'homéostasie ionique associée

à la surcharge de calcium entraîneraient un œdème cytotoxique, la lyse des cellules, puis la

libération de leur contenu, traduisant un processus nécrotique. En accord avec cette

hypothèse, Chihab et al. (1998) ont montré sur des cultures de neurones maintenues pendant

13 jours in vitro, et par conséquent suffisamment matures, qu'une exposition au glutamate

provoquait une mort neuronale par nécrose, avec libération accrue de LDH (lactate

déshydrogénase) en réponse à la rupture des membranes. La nécrose mise en évidence dans

notre modèle in vivo pourrait donc être le reflet direct d'une suractivation des récepteurs

NMDA qui s'inscrit dans un processus excitotoxique en réponse à l'hypoxie.

Contrairement au modèle de ljour, les récepteurs NMDA sont fonctionnels chez le rat de 7

jours et présentent un profil de distribution comparable à celui de l'adulte-(Burgard et al.,

1993 ; Morin et al., 1989). L'augmentation de sensibilité du cerveau en développement au

glutamate a déjà été mise en évidence (Chihab et al., 1998). Elle est associée à une

augmentation de la densité de ces récepteurs au cours de la maturation cérébrale (Enomoto R

et al., 1996) ; mais également à des altérations dans le fonctionnement d'un ou plusieurs sites

régulatoires du récepteur NMDA. Par exemple, Mishra et Delivori-Papadopoulos (1992) ont

montré que la potentialisation de la liaison du MK801 au récepteur NMDA, induite par les

polyamines, était plus importante chez le jeune rat. Selon Sirca (2000), il existerait deux types

de récepteurs NMDA, un immature observé de 1 à 14 jours postnatal et un plus mature

observé après 14 jours.

Au niveau du récepteur immature, la liaison de MK801 peut être potentialisée par la .

spermidine, une polyamine, alors que la glycine semble avoir peu d'effet. En revanche, après

14 jours, la sperrnidine seule n'est plus suffisante pour augmenter la liaison du MK801. Chez

le jeune rat, les sous unités prédominantes sont les sous unités NRI, NR2B et NR2D (Wenzel

et al., 1997 ; Shimada et al., 1997).
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Or, la liaison de MKSOI sur des récepteurs recombinants NRl-NR2B peut être stimulée par la

spermidine. A la naissance, les récepteurs NMDA possédant une sous unité NR2A semblent

inexistant, et Wenzel et al. (1997) ont montré que le récepteur ayant cette sous unité NR2A

est insensible aux polyamines.

Cette protection peut s'expliquer par l'atténuation de l'augmentation des concentrations de

glutamate consécutive à l'hypoxie, responsable d'une mort par nécrose comme nous l'avons

suggéré précédemment. Mais selon Gilland et al. (199S), la protection par le MKSOI

associerait une réduction de l'utilisation de l'énergie et une amélioration des fonctions

mitochondriales. On peut imaginer que le neurones utilisant moins d'énergie, les réserves

d'ATP leur suffisent à préserver leur fonctions durant les S min d'hypoxie.

Les effets neuroprotecteurs du MKSOI varient en fonction du délai d'administration. Ainsi,

lorsque le MKSOI est administré 30mn avant l'hypoxie, la protection observée est totale, alors

que les lésions cérébrales ne sont réduites qu'à 76 et 52% lorsque le traitement est

respectivement réalisé en même temps que l'hypoxie ou 1 heure après. Enfin,

cetteneuroprotection semble être également dépendante de la région cérébrale étudiée.

Matsuoko et al. (1997) ont montré que l'administration de MKSOI protège de façon

significative le gyrus dentelé des effets nocifs d'une hypoxie, alors qu'elle est dépourvue

d'action au niveau de CA3.

En conclusion, bien que les antagonistes des récepteurs NMDA tels que le MK SOI soient

neuroprotecteurs dans divers modèles de lésions ischémiques cérébrales, leur toxicité propre

rend leur utilisation caduque. De plus, en raison du rôle crucial du glutamate au cours du

développement cérébral, des anomalies de l'architecture du cerveau et de son activité peuvent

être observées à la suite d'une inhibition des récepteurs NMDA (Ellison, 1994, 1995). Ces

différents éléments rendent pratiquement impossible de séparer les effets neuroprotecteurs des

effets indésirables.
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E) INFLUENCE D'UNE HYPERBILIRUBINEMIE

L'injection intrapéritonéale de bilirubine (2l6,6mg/kg) à des ratons de 1 jour provoque 3

jours plus tard un ictère, caractérisé par une coloration jaune de la peau.

La perte de poids corporel est très prononcée. En cas d'ictère nucléaire du nouveau-né on

observe en premier lieu une léthargie et une faiblesse de la succion (Oski et Naiman, 1972),

ce qui pourrait expliquer cette chute de poids. Mais dans ce modèle, la perte de poids serait

également liée à un désintérêt de la mère pour ses petits. D'ailleurs, il est à noter que 80% des

ratons meurent dans les 3 jours consécutifs à l'administration de bilirubine, dévorés par la.

mère.

Toutefois, le retard de croissance n'est que transitoire. En effet il disparaît 7 jours plus tard.

Chez le nouveau-né humain, l'ictère physiologique apparaît habituellement après un intervalle

de 24-36 heures avec un taux maximal au 3_4ème jour suivi d'une décroissance rapide et d'une

disparition vers 10 jours.

En ce qui concerne le cerveau, aucune coloration de ce dernier n'apparaît à la dissection.

Classiquement, à l'examen post-mortem, l'accumulation de bilirubine se traduit par une

coloration jaune des régions cérébrales qui accumulent le plus de bilirubine, à savoir le

striatum, le globus pallidus et l'hippocampe (Ahbab-Barmada et Moosy, 1984; Larroche,

1977). Par ailleurs, dans notre étude, aucune lésion cellulaire n'a été mise en évidence chez

les animaux traités par la bilirubine. Il semblerait donc que l'hyperbilirubinémie de ces

animaux se traduise par un ictère simple (ou physiologique) mais non par un ictère nucléaire.

Lorsque la bilirubine est injectée conjointement à une exposition à l'hypoxie, aucune

aggravation de l'état des animaux n'apparaît.

Les lésions consécutives à cette double agression sont comparables à celles observées après

l'hypoxie seule, alors qu'il est établi depuis longtemps qu'un antécédent hypoxique est un

facteur favorisant le développement d'une encéphalopathie en réponse à l'hyperbilirubinémie

(Lucey et al.,1964). Face à l'absence d'ictère nucléaire, on peut émettre l'hypothèse que la

bilirubine injectée par voie intrapéritonéale n'a pas franchi la barrière hémato-encéphalique

(BHE). Pourtant la bilirubine libre est capable de passer la BHE. De plus, la perméabilité de la

BHE est augmentée par l'anoxie (Rapoport et al., 1976); c'est l'une des raisons pour

lesquelles l'hypoxie est considérée comme facteur de risque.
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Le dosage dans le cerveau des animaux révèle un taux non détectable de bilirubine. Il est à

noter que la limite de détection par la technique utilisée est de l'ordre de 0,5mg/1. Or, la

quantité de bilirubine transférée par l'endothélium capillaire de la BHE est faible, même

lorsque la concentration de bilirubine plasmatique est élevée. Après avoir perfusé des chiots

nouveau-nés avec de fortes doses de bilirubine, Bowen et al. (1959) ont estimé la

concentration de bilirubine à 600 !lM dans le sérum, à 100 nmoles/mg dans le foie et

seulement 9 nmoles/mg dans le cerveau.

Même si la technique de dosage présente des limites, il semble que la bilirubine, injectée par

voie intrapéritonéale ne soit pas parvenue à franchir la BHE, peut être en raison de sa

dégradation dans l'organisme. Il est également possible que la bilirubine soit entrée dans le

cerveau pour être ensuite expulsée par la glycoprotéine P, dont elle peut être le substrat

(Watcko et al., 1998). Le mécanisme d'action des Pgp semble être essentiellement une

diminution de l'accumulation des cytostatiques intracellulaires par une expulsion active

(Azzaria et al., 1989) ou par une redistribution intracellulaire (Willingham et al., 1986) de la

substance intéressée. L'absence de bilirubine au niveau cérébral pourrait aussi s'expliquer par

une rapide oxydation de la bilirubine (Brodersen et Bartels, 1969) à raison de 100

300pmol/mg de protéine/minute (Hansen et al, 2000).

Quelle que soit l'explication à l'absence de bilirubine intracérébrale, il est vraisemblable que

le mode d'administration de la bilirubine ne soit pas le plus approprié, l'injection par voie

intraveineuse étant potentiellement plus efficace, mais impossible à réaliser chez des ratons de

1 jour. Face à la difficulté d'étude de la toxicité de la bilirubine dans ce modèle in vivo, il a

été choisi de poursuivre l'analyse dans un modèle in vitro faisant appel à des cultures

primaires de neurones.
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II) ETUDE IN VITRO DE LA TOXICITE DE LA

BILIRUBINE COMME FACTEUR AGGRAVANT

D'UNE HYPOXIE

A) ANALYSE DE LA NEUROTOXICITE DE LA BILIRUBINE

1) CARACTERISATION DUMODELE DE CULTURE

Dans ce modèle, les cellules se développent rapidement en une population de neurones à

l'aspect homogène. Les prolongements neuritiques commencent à croître à partir de 2éme jour

de culture. Après 6 jours in vitro, un réseau dense de cellules est formé, avec de multiples

ramifications et quelques agrégats cellulaires.

Le pourcentage de cellules viables a été évalué à 97% après une semaine de culture. L'analyse

immunohistochimique de la NSE et OFAP a permis d'estimer la pureté des cultures entre 90

et 93%.

2) CHOIX DU PROTOCOLE DE PREPARATION DE LA

BILIRUBINE ET D'EXPOSITIONDES NEURONES

La solution de bilirubine a été réalisée à partir du protocole décrit par Nelson et al. (1974).

Celui-ci présente l'intérêt de limiter au maximum les interactions avec les constituants du

milieu de culture et permet néanmoins d'obtenir une solution de bilirubine totalement dissoute

et stable. Aucun ajout d'albumine n'est réalisé. La diffusion de cette macromolécule au

niveau cérébral est, en effet, limitée par son passage au travers de la barrière hémato

encéphalique (BHE).
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Les concentrations de bilirubine testées dans le milieu extracellulaire s'échelonnent de 0,25 à

0,5 u.M, Elles ont été choisies en raison de leurs réalités pathologiques et sur la base des

travaux de Mayor Jr et al. (1985). Ces même travaux ont servi de base de réflexion pour le

choix du moment et de la durée d'exposition des neurones à la bilirubine.

Par la suite, une seule concentration de bilirubine, soit 0,5 !-lM, a été retenue, ceci en raison de

l'obtention d'un effet significatif sur les neurones sans qu'il soit toutefois excessif en terme de

viabilité résiduelle.

3) TOXICITE NEURONALE DE LA BILIRUBINE

3.1) MORT CELLULAIRE

Il apparaît que les neurones sont sensibles à de très faibles concentrations de bilirubine libre.

Les données de la littérature sur la toxicité de la bilirubine reposent sur l'utilisation de

concentrations très supérieures à celle utilisée dans cette étude, de 40 à 105 fois supérieures,

mais toujours sous forme liée à l'albumine. De plus, la vulnérabilité cérébrale à la bilirubine

étant variable selon le type cellulaire (Notter et al., 1986 ; Silberberg et al., 1967), les

concentrations de bilirubine utilisées in vitro doivent tenir compte de la pureté de la culture.

Dans notre modèle, la bilirubine entraîne une mort neuronale retardée qui présente les

caractéristiques de l'apoptose, avec notamment condensation de la chromatine et

fragmentation de l'ADN. L'induction de l'apoptose par la bilirubine a d'ailleurs été retrouvée

dans d'autres modèles de neurones isolés du cerveau de rat (Rodrigues et al., 2002) ou sur des

cultures de cellules endothéliales de cerveaux bovins (Akin et al., 2002). Dans notre modèle,

l'hypothèse d'une mort programmée est appuyée par le profil de synthèse protéique. En effet,

la nécessité d'une synthèse protéique a souvent été associée à l'apoptose neuronale (Shigeno

et al., 1990; Pittman et al., 1993). En accord avec ces résultats, l'utilisation d'un inhibiteur de

synthèse protéique, la cycloheximide, inhibe la mort cellulaire engendrée par la bilirubine, en

empêchant le processus d'apoptose. Elle ne permet toutefois pas une protection totale car elle

augmente par elle-même le taux de nécrose, l'inhibition généralisée de la synthèse protéique

impliquant aussi bien des protéines tueuses que des protéines de survie cellulaire.
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D'autre part, l'effet protecteur des inhibiteurs de caspases, YVAD-CHO et DEVD-CHO, qui

inhibent respectivement les caspases 1 et 3, tend à montrer que l'effet toxique de la bilirubine

passe par un mécanisme dépendant de ces caspases dont la participation dans la mort

neuronale par apoptose a été documentée (Cheng et al., 1998, Tamatani et al., 1998 a et b).

La faible utilisation de glucose engendrée par la bilirubine provoque une diminution de la

respiration mitochondriale et de la phosphorylation oxydative (Emster et al., 1957), qui

diminution la quantité d'ATP produit par la voie aérobie. Cette déplétion en ATP va

provoquée la perte de 1'homéostasie cellulaire à l'origine de la dégradation des cellules

(Jurkowitz-Alexander et al., 1992; Williams et al., 1994). L'augmentation du calcium

intracellulaire suite au déséquilibre ionique va entraîner l'activation de systèmes enzymatiques

aux propriétés autolytiques pour la cellule (Mitani et al., 1995), notamment des lipolyses, des

protéolyses, des phosphorylations protéiques et la désagrégation de la cytoarchitecture de la

cellule.

L'activité fonctionnelle des neurones est fortement altérée pendant les 24 premières heures

d'exposition à la bilirubine, pour se stabiliser vers 48 heures. Dans un modèle in vivo, Roger

et al. (1993) ont montré que la bilirubine altère le métabolisme énergétique en diminuant

l'utilisation cérébrale locale de glucose. Mais la forte diminution de l'activité fonctionnelle

des neurones pendant les 24 premières heures n'est peut être par le reflet de l'action direct de

la bilirubine sur les cellules. La technique utilisée consiste à mesurer le 2dG[3H] et le 2dG-6

phosphate [3H] accumulés dans la cellule. La bilirubine est connue pour inhiber l'hexokinase,

responsable de la transformation du 2dG en 2dG-6-phosphate. Bien que cette inhibition

enzymatique ait été observée avec une concentration bien supérieure à celle utilisée dans cette

étude (30f.!M),onpeut émettre l'hypothèse que la bilirubine inhibe cette enzyme et freine la

formation de 2dGc6-phosphate. On obtient alors une accumulation de 2dG dans la cellule qui,

par un effet rétroactif réduirait l'incorporation de 2dG supplémentaire d'où une valeur

d'incorporation de 2dG plus faible que dans les témoins. Une deuxième hypothèse peut être

envisagée. Avant de traverser les membranes cellulaires, la bilirubine forme des complexes

électrostatiques avec des lipides membranaires (Vasquez et al., 1988). Ces complexes

pourraient gêner transitoirement l'entrée de glucose. A partir de 48 heures, la diminution du

métabolisme est plus faible qu'à 6 ou 24 heures; ceci pourrait traduire une dégradation

progressive de la bilirubine par les enzymes mitochondriales (Hansen et al., 1997).
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3.2) IMPLICATION DES MECANISMES

D'EXCITOTOXICITE LIES AU GLUTAMATE

L'utilisation d'un antagoniste des récepteurs non-NMDA du glutamate, le NBQX, n'a aucun

effet sur le devenir des cellules neuronales traitées par la bilirubine. En revanche, le MK80 l ,

__antagoniste des récepteurs NMDA, protège les neurones de la toxicité de la bilirubine. Ces

résultas suggèrent que la bilirubine induit la mort par apoptose des neurones en cultures via

les récepteurs NMDA du glutamate. Supportant cette conclusion, d'autres études ont montré

l'implication du glutamate dans la neurotoxicité de la bilirubine, notanunent par la mise enjeu

des récepteurs NMDA (Hoffman etal., 1996 ; McDonald et al., 1998). L'induction du

processus apoptotique par la bilirubine, dans notre modèle, pourrait s'expliquer par le

mécanisme d'excitotoxicité liée au glutamate.

Les travaux de Shapiro et Sombati (1991) sur des cultures de neurones hippocampiques de rat

de 1 à 3 jours, ont montré qu'une concentration de 3 à 50 /lM de bilirubine liée à l'albumine

engendrait des perturbations électro-physiologiques semblables à celles induites par le .

glutamate.

Dans notre modèle, et en accord avec d'autres études (Walh et al., 1991), les neurones

cultivés pendant 6 jours in vitro expriment des récepteurs glutamatergiques fonctionnels

(Oillet et al., 1995). Cependant, comme nous l'avons évoqué précédemment, des travaux

antérieurs ont montré qu'à ce stade de maturation, les neurones n'étaient pas sensibles à la

toxicité du glutamate ou de ses analogues, mais devenaient vulnérables au glutamate à la suite

d'une inhibition pharmacologique de la protéine kinase C-(Chihab et al., 1998b). La perte de

l'activité de la PKC membranaire apparaît être, en effet, un processus nécessaire à la

médiation de la mort induite par les acides aminés excitateurs dans les neurones en culture

(Durkin et al., 1996, 1997). Or, la bilirubine est bien connue pour inhiber la protéine kinase C

(Amit et al., 1993 ; Sana et al., 1985). On peut concevoir que la bilirubine, outre son action

délétère sur le métabolisme énergétique des cellules, va activer le mécanisme d'excitotoxicité

du glutamate. La recapture du glutamate par les astrocytes étant diminuée par la bilirubine

(Silva et al., 1999), sa concentration extracellulaire va augmenter et donc faciliter une

activation prolongée des récepteurs NMDA capables de médier la mort cellulaire.
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B) EFFET D'UNE EXPOSITION SIMULTANEE DES

NEURONES A LA BILIRUBINE ETA UNE HypaXIE

A titre de rappel, l'hypoxie de 6 heures induit dans ce modèle une mort cellulaire retardée, de

type apoptotique (Bossenmeyer et al., 1998; Bossenmeyer-Pourié et al.,1999; 2000; Chihab et

al., 1998) corrélée à une augmentation du taux de cellules présentant une condensation puis

une fragmentation de la chromatine. En revanche, lorsque les cultures sont exposées à une

hypoxie plus courte (3 heures), le nombre de neurones viables est supérieur aux témoins.

Ainsi, une hypoxie modérée non seulement induit des protéines anti-apoptotiques telles que

Bel-Z et les protéines de stress (H8Ps) pour sauvegarder les cellules, mais va aussi engendrer

une prolifération neuronale via l'activation de facteurs tels que le PCNA, un co-facteur de

l'ADN polymérase (Bossenmeyer et al., 1999).

On peut considérer que les lésions cérébrales associées à une asphyxie périnatale ont une

distribution régionale et des manifestations cliniques comparables à celles observées dans

l'encéphalopathie à la bilirubine (Cowger, 1973 ; Myers, 1979; Odell, 1981).

Dans notre modèle, l'association d'une exposition à la bilirubine et à une hypoxie de 6 heures

accentue la mort par apoptose. Il est généralement convenu que l'hypoxie accentue la toxicité

de la bilirubine en facilitant son passage à travers laBHE, notamment par l'augmentation de

perméabilité qu'elle génère (Rapoport et al., 1976). D'ailleurs, Mayor Jr et al. (1985), ont

montré qu'une hypoxie postnatale sévère engendre une augmentation significative des taux de

bilirubine cérébrale. Mais ce modèle permet de s'affranchir de la BHE et permet d'analyser la

relation directe entre bilirubine et hypoxie. L'hypoxie, par la diminution de pH qu'elle

engendre, favorise la conformation de la bilirubine sous sa forme diacide qui favorise son

transport au travers des membranes et, par conséquent, potentialise ses effets délétères. Dans

ce contexte, Daval et al (1991) ont bien montré que l'incubation des neurones dans un milieu

sans oxygène durant 6 heures réduisait la P02 de 80% et le pH de 7,27 à 7,17.

Lorsque l'exposition à la bilirubine est associée à une hypoxie dont la durée est réduite à 3

heures, on enregistre également une diminution de viabilité liée à une augmentation du taux

de cellules apoptotiques. La capacité des neurones à entrer dans le cycle cellulaire sous

l'influence d'une hypoxie modérée semble être abolie par la bilirubine qui déplacerait

l'équilibre en faveur des facteurs induisant l'apoptose.
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Quelle que soit la durée de l'hypoxie, son association à la bilirubine engendre une mort

cellulaire plus importante que celle induite séparément par la bilirubine ou l'hypoxie,

suggérant une synergie des effets propres à chacune des agressions. Cet effet synergique

pourrait avoir lieu au niveau du mécanisme d' excitotoxicité du glutamate. En effet, l'hypoxie

engendre une libération accrue de glutamate, alors que la bilirubine inhibe sa recapture par les

astrocytes (Silva et al., 1999), ce qui a pour effet d'augmenter considérablement les

concentrations de glutamate extracellulaire.

De plus, l'hypoxie induit une modification du récepteurs NMDA, comme le soulignent les

travaux de Hoffman et al. (1994) qui ont étudié la liaison du MK8ü1 [3H] pour évaluer ces

modifications. Ils ont montré que l'hypoxie provoque une diminution du Kd, qui reflète une

augmentation de l'affinité du récepteur.

La même conclusion a été apportée avec la bilirubine (Hoffman et al., 1996). Ainsi, la double

agression provoquerait un renforcement de l' excitotoxicité du glutamate au travers des

récepteurs NMDA, comme le confirme l'effet protecteur obtenu dans notre étude en présence

de MK8ü1. Là encore, les effets délétères de l'hypoxie pourraient être amplifiés en présence

de bilirubine par l'inhibition de la protéine kinase C et la mise en jeu de l'excitotoxicité

médiée par les récepteurs NMDA.
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Conclusions et Perspectives
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L'asphyxie périnatale du nouveau-né à terme reste une cause importante de handicap

neurologiques. Son incidence demeure de 2 à 4 pour 1000 naissances. Initialement, sur un

modèle de culture de neurones issus du cerveau antérieur d'embryons de rats de 14 jours

(Daval et al., 1991), il a été montré qu'une hypoxie transitoire de 6 heures induisait une mort

neuronale retardée traduisant un phénomène progranuné (Bossenmeyer et al., .1998). Les

avantages des cultures cellulaires consistent en la possibilité de reproduire une étape d'un

processus complexe pour l'étudier indépendanunent des autres mais surtout de s'affranchir de

la complexité du cerveau in situ. Néanmoins la simplicité d'un tel modèle pose le problème

du réalisme physiologique des phénomènes mis en évidence.

L'objectif de ce travail était d'étudier les conséquences de I'hypoxie cérébrale chez le rat

nouveau-né, où la plasticité cérébrale est optimale. Pour ce faire, un modèle non invasif chez

des rats de 1 jour après la naissance a été développé.

Dans ce modèle, des lésions cellulaires apparaissent 3 jours après une hypoxie de 20 min avec

un maximum de dommages apparaissant à 5-6 jours. Les pertes cellulaires sont associées aux

manifestations d'une mort cellulaire par nécrose dans un premier temps suivie d'une mort

cellulaire retardée présentant les caractéristiques de l'apoptose. Ainsi, les neurones présentent

une condensation puis une fragmentation de leur chromatine, associée à une surexpression de

protéines inhibitrices de la progression du cycle cellulaire (P53) et de protéines effectrices de

l'apoptose (Bax et CPP32). Les lésions cellulaires sont observées dans l'hippocampe et dans

le cortex. Malgré leur sévérité vers 5-6 jours post-hypoxie, ces lésions semblent être

transitoires. Vers 40 jours, la récupération cellulaire observée semble totale; elle est bien

d'origine neuronale et non gliale. Une telle constatation a d'ailleurs été rapportée par Li et al.

(1998b), qui ont montré une perte cellulaire importante dans le cortex dans les 3 jours

consécutifs à une hypoxie sur des fœtus de rats de 20 semaines de gestation, suivi d'une

restauration complète de la densité neuronale 7 jours plus tard. A ce stade de maturation, une

proportion importante de neurones est encore indifférenciée et la neurogénèse n'est pas

terminée, spécialement dans l'hippocampe (Reznikov, 1991). D'ailleurs, même chez l'adulte,

Arvidsson et al. (2001) ont montré qu'une ischémie focale induisait une neurogénèse dans le

gyms dentelé, celle-ci étant médiée par les récepteurs NMDA du glutamate.
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Dans le même ordre d'idée, Bemabeu et Sharp (2000), ont montré qu'une ischémie globale

induisait, outre la mort cellulaire des neurones dans CAl, une neurogénèse au niveau du gyrus

dentelé, totalement abolie en présence d'un antagoniste des récepteurs NMDA. La

récupération neuronale observée dans le modèle de 1 jour, mérite que l'on s'y intéresse,

notamment en étudiant plus précisément le phénomène de neurogénèse, par injection intra

péritonéale de BrDU, un analogue de la thymidine qui s'incorpore dans l'ADN synthétisé lors

de la division cellulaire. Compte tenu du fait que l'hypoxielischémie est généralement suivie

d'une activation de la microglie (Gehrman et al., 1992), il serait judicieux d'évaluer dans

notre modèle ce phénomène par un marquage de la microglie à l'üX -42, un marqueur-des

récepteurs CR3 des membranes microgliales (Ling et al., 1990), ou encore par un marquage à

l'anticorps ED l, un marqueur des macrophages et de la microplie activée (Milligan et

al.,1991). Bien que la microglie soit connue pour avoir des fonctions cytotoxiques par le

relarguage de divers facteurs comme l'oxide nitrique, ou le TNFa. (Gehermann et Kreutzberg,

1995), ce qui accentue la dégénérescence neuronale dans les heures qui suivent l'hypoxie;

elle peut aussi prendre part au processus de reconstruction des tissus (Li et al. ; 1998b) à

travers la sécrétion de certaines cytokines comme le TGF~ (Prehn et Krieglstein, 1994), le

NGF (Mallat et al., 1989) ou encore le NT-3 (Elkabes et al., 1996), qui ont tous des effets

neurotrophiques sur le cerveau en développement.

Les séquelles neurologiques sévères varient de 10 à 25% chez les enfants qui ont présenté des

signes cliniques d'encéphalopathie néonatale. Il n'est donc pas étonnant que I'hypoxie

ischémie soit devenue une cible privilégiée des stratégies de neuroprotection. Ce concept

sous-entend de s'opposer à la mort cellulaire et plus précisément à la mort neuronale. La mise

en évidence d'une mort cellulaire retardée, dans notre modèle, nous a amenés à nous

intéresser à diverses thérapeutiques neuroprotectrices, à savoir l'effet de l'hypothermie, d'un

conditionnement ou encore d'un traitement par un antagoniste des récepteurs NMDA, le

MK801.
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Les résultats montrent que l'hypothermie et le conditionnement sont deux stratégies de

neuroprotection efficaces, bien qu'elles n'aient pas les mêmes mécanismes d'action. Le

conditionnement agirait de façon active par la surexpression de protéines de survie telle

que Bel-Z. Ces observations sont en totale adéquation avec ce qui a précédemment été observé

in vitro (Bossemneyer et al., 2000). En revanche, l'effet de l'hypothermie serait la résultante

d'une diminution du métabolisme de la cellule. Cette hypothèse mériterait d'être plus

approfondie, par une étude plus fonctionnelle de l'activité des neurones, notamment par la

mesure de l'utilisation cérébrale de glucose, par la méthode d'autoradiographie quantitative

au 2dG-e4C) mise au point chez le rat adulte par Sokoloff et al. (1977) et adaptée à l'animal

immature par Nehlig et al. (1988).

En ce qui concerne le traitement par le MK801, aucune protection vis-à-vis de l'hypoxie n'a

pu être observée dansce modèle, probablementen raison de l'immaturité des récepteurs

NMDA (Burgard et Hablitz, 1993 ; Sirca 2000). Il serait judicieux d'étudier l'activité de ces

récepteurs afin de savoir s'ils sont fonctionnels, notamment par l'étude de la liaison

spécifique de ligands sélectifs, sur des préparations membranaires cérébrales. Malgré

l'absence de protection, il mérite que l'on s'y intéresse car il permet d'allonger la durée de la

fenêtre thérapeutique, en retardant l'apparition des lésions de quelques jours.

Même si des actions thérapeutiques comme l'hypothermie et le conditionnement se révèlent

efficaces dans ce modèle, il convient de préciser qu'elles sont basées sur des stratégies

concomitantes à l'agression hypoxique-ischémique, alors qu'il serait préférable de développer

des tactiques post-agression. De plus, toutes ces actions peuvent avoir des effets secondaires.

Le traitement par les antagonistes des récepteurs NMDA est d'ailleurs bien connu pour

engendrer des hallucinations, des déficits d'apprentissages ou de mémoires (Whishaw et

Auer, 1989; Wozniak et al., 1990). Même les actions non médicamenteuses comme

l'hypothermie peuvent avoir des répercutions sur le nouveau-né. A titre d'exemple,

l'hypothermie peut provoquer une diminution de la fréquence cardiaque, une augmentation de

l'hématocrite et de la viscosité sanguine ou encore une hypertension artérielle pulmonaire

(Saliba et Henrot, 2000).
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Compte tenu du fait que l'effet de 1'hypoxie est dépendant du stade de maturation cérébrale,

un des objectifs de ce travail in vivo, consistait à étudier l'effet d'une telle agression sur des

animaux plus âgés, à 7 jours après la naissance. Contrairement à une hypoxie réalisée sur des

ratons de 1 jour, nos résultats mettent en évidence des lésions plus précoces apparaissant vers

2-3 jours post-hypoxie. Ces dommages cellulaires sont uniquement associés à la nécrose. Ces

résultats confirment les observations in vitro de Chihab et al. (1998b) sur l'influence de l'état

maturationnel du cerveau sur les réponses cellulaires et particulièrement sur l'augmentation

de sensibilité du cerveau en développement au glutamate. Cette sensibilté au glutamate serait

dépendante des sous unités qui constituent le récepteur NMDA (Delivori-Papadopoulos

(1992 ; Sirca 2000), ce qui nous ouvre une perspective de travail intéressante. De plus, il

serait nécessaire d'approfondir l'effet de la maturation cérébrale vis-à-vis de l'hypoxie,

notamment en s'intéressant à l'intégrité de la barrière hémato-encéphalique via un test de

coloration cérébrale par le Bleu Evans. L'absence d'effet protecteur du MK801 dans le

modèle 1 jour nous a amené a récidiver son étude dans le modèle de 7 jours. Dans ces

conditions, on observe une réelle protection, ayant pour origine vraisemblable l'effet du

MK801 sur la nécrose. Seule une étude comparative de l'état fonctionnel des récepteurs

NMDA à 1 et 7 jours pourrait nous renseigner sur l'effet du MK801 selon l'âge postnatal,

Nous avons vu que l'hypoxie est délétère pour le système nerveux central et

l'incidence d'une encéphalopathie néonatale chez le nouveau-né est plus élevée chez les

enfants présentant un ictère que chez les enfants sains (Kim et al., 1980). De plus, les lésions

cérébrales consécutives à l'hypoxie ont une localisation et des manifestations cliniques

comparables à celles observées dans l'encéphalopathie à la bilirubine (Cowger 1973 ; Myers

1979; OdellI981). Une tentative a donc été entreprise pour reproduire, dans ce modèle in

vivo, un ictère nucléaire par injection intrapéritonéale de bilirubine. Bien que la coloration

jaune des animaux caractérise bien l'hyperbilirubinémie, ils ne développent pas pour autant

un ictère nucléaire. Cette constatation a également été faite lorsque l'injection de bilirubine

était associée à une hypoxie, malgré le fait que 1'hypoxie soit considérée comme un facteur de

risque de développer un ictère nucléaire. Il semble que l'injection intrapéritonéale de

bilirubine n'ai provoqué chez les animaux qu'un ictère physiologique, probablement en raison

d'une expulsion de la bilirubine par les Pgp (Watcko et al., 1998) ou encore par sa

dégradation enzymatique (Hansen et al, 2000).
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Face à cet échec d'interprétation de la toxicité de la bilirubine dans un modèle in vivo,

nous nous sommes donc tournés vers l'utilisation d'un modèle de culture primaire de

neurones d'embryons de rats. Après 96 h d'exposition à la bilirubine, la viabilité cellulaire des

neurones est réduit d'une vingtaine de pour-cent.

La mort retardée induite par la bilirubine présente les caractéristiques de l' apoptose, avec

notanunent une évolution séquentielle de la synthèse de protéines, une fragmentation de

l'ADN associée à une condensation de la chromatine. L'addition de l 'hypoxie et de la

bilirubine induit une baisse de la viabilité cellulaire associée à une augmentation du

pourcentage de cellules apoptotiques, tous deux significativement plus élevé qu'après

exposition à l'hypoxie ou à la bilirubine seules. Ces résultats confirment l'effet délétère de la

bilirubine sur la viabilité neuronale, sur la synthèse des protéines et le métabolisme

énergétique. La combinaison de la bilirubine et de l'hypoxie provoque un effet néfaste sur les

neurones qui est plus important que celui observé avec la bilirubine seule.

Cette conclusion montrant l'effet toxique cumulatif de l'hypoxie et de la bilirubine sur la

vitalité des neurones a une signification clinique d'une portée considérable, tant sont

fréquentes les situations où ces deux types d'agression sont, soit contemporains, soit

séquentiels à court terme. L'hypoxie peut avoir précédé l'hyperbilirubinémie - c'est le cas de

l'asphyxie intranatale -l'accompagner en cas d'anémie profonde ou d'apnées récidivantes. De

même, cette fragilisation neuronale par l'hypoxie pourrait expliquer des observations de la
., '. . . '. , , ' " .' _. .

littérature où un ictère nucléaire est apparu malgré des taux de bilirubine plasmatique en-deça

des seuils considérés comme dangereux. Ces observations seraient intéressantes à confirmer

sur un modèle in vivo, utilisant notamment des rats Gunn, porteurs d'un déficit héréditaire en

glucuronyltransférase provoquant une forme d'hyperbilirubinémie non conjuguée.

L'utilisation d'un tel modèle permettrait d'exposer les rats à l'hypoxie en l'absence de toute

injection invasive de bilirubine.

247



Annexe

248



PUBLICATIONS

Bilirubin induces apoptosis via activation ofNMDA receptors in developing rat brain
neurons. Grojean S, Koziel V, Vert P, Daval JL. Experimental Neurology, 2000.

Bilirubin exerts additional toxic effects in hypoxic cultured neurons from the developing rat
brain by the recruitment of glutamate neurotoxicity. Grojean S, Lièvre V, Koziel V, Vert P,
Daval JL. Pediatrie Research, 2001.

Toxicité neuronale combinée de la bilirubine et de l'hypoxie. Etude sur des neurones de rat en
culture. Vert P, Grojean S, Daval JL. Bull. Acad. Natle. Méd., 200\.

Sequential expression patterns of apoptosis- and cell cycle-related proteins in neuronal
response to severe or mild transient hypoxia. Bossenmeyer-Pourié C, Lièvre V, Grojean S,
Koziel V, Pillot T, Daval JL. Neuroscience, 2002, in press.

ARTICLES SOUMIS A PUBLICATIONS

Effects of bilirubin on cultured neurons from the developing rat forebrain exposed to lethal or
non-lethal hypoxia. Grojean S, Vert P, Daval JL. Seminars in Perinatology

Hallmarks of apoptotic-like cell death in response to hypoxia-ischemia differ according to
brain immaturity in the developing rat. Daval JL, Grojean S, Joly LM, and Charriaut
Marlangue C. Molecular Brain Research.

Histological and behavioral deficits induced by severe neonatal brain hypoxia in the rat pup.
Grojean S; Doriat JF, Schroeder H, Bossenmeyer-Pourié C, Desor D, Daval JL. Experimental
Neurology

Temporal profile ofbrain injury after transient asphyxia in the newborn rat. Grojean S, Pourié
G, Charriaut-Marlangue C, Daval JL. J. Neuroscience Research.

La toxicité de la bilirubine sur le système nerveux centrai. Vert P, Grojean S. Archives de
Pédiatrie.
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RESUME

L 'hypoxie cérébrale, par sa fréquence et ses effets délétères, demeure un important facteur de
risque en période périnatale.

Les effets d'tille hypoxie transitoire ont été évalués il un stade où le cerveau est très immature
lorsque sa plasticité est optimale. Des rats de 1 jour ont été exposés pendant 20 mn, il 100%

. d'azote. Les lésions cérébrales ont été recherchées dans différentes structures par
morphométrie et comptage cellulaire. Les caractéristiques de la mort cellulaire ont été
évaluées par analyse de la morphologie nucléaire, la fragmentation d'ADN et par l'expression
immunohistochimique de protéines spécifiques. Une exploration en IRM de diffusion et la
mesure régionale de l'activité de la cytochrorne oxydase ont été utilisées en vue d'une
approche plus fonctionnelle. Les lésions cérébrales sont apparues au 4èm

, jour après
réoxygénation et étaient d'abord associées aux manifestations d'tille nécrose. Le maximum
des dommages est atteint vers 6_ime jours, avec un pic d'apoptose reflété parla condensation
et la fragmentation de l'ADN ainsi que la surexpression de protéines pro-apoptotiques telles
que p53, Bax et la caspase 3. Ces caractéristiques sont très proches de I'apoptose
physiologique observée dans le cerveau de rat nouveau-né. Par la suite, une apparente
récupération morphologique a été mise en évidence, tandis que des déficits fonctionnels
persistaient il long-terme.

Le but ultime de ces études étant de contribuer au développement de nouvelles stratégies de
neuroprotection, l'influence d'un conditionnement par 10 mn d'hypoxie réalisée 6 heures
avant l'exposition habituelle ainsi que l'effet d'une hypothermie il 26°C ont été testés: Les
résultats ont montré une protection totale des neurones, le conditionnement étant
spécifiquement associé il une surexpression de protéines de survie telles que Bcl-2. Par
ailleurs, un prétraitement par lm antagoniste des récepteurs NMDA, le MK801, a seulement
permis de retarder l'apparition des lésions.

La sensibilité il l'hypoxie étant dépendante deI'état maturationnel du cerveau, une étude a été
entreprise sur des animaux âgés de 7 jours. Les résultats ont montré que les dommages
cérébraux étaient plus importants et plus précoces que dans le modèle précédent, et qu'ils
étaient la conséquence d'un processus nécrotique. Dans ces conditions, le MK801 était
capable de protéger les neurones.

Un accident hypoxique cérébral peut être associé il une hyperbilirubinémie, une situation
fréquemment rencontrée en néonatologie. Une injection intrapéritonéaie de bilirubine chez le
rat de 1 jour, associée ou non ~ une agression hypoxique, a seulement provoqué un ict~re

physiologique sans répercussions cérébrales.

Ce modèle in vivo n'ayant pas permis l'induction d'un ictère nucléaire, une statégie in vitro a
été développée. Sur un modèle de culture de neurones issus d'embryons de rats de 14 jours,
les effets de la bilirubine non conjuguée ont été évalués sur la viabilité cellulaire, le
métabolisme énergétique et la synthèse protéique. La bilirubine a induit une mort neuronale
retardée qui peut être évitée en présence d'un inhibiteur de la synthèse protéique, la
cycloheximide, et présente les caractéristiques de lapoptose. Enfin, l'association de l'hypoxie
il la bilirubine a cumulé les effets délétères sur les neurones in vitro, et l'utilisation
d'inhibiteurs sélectifs des récepteurs du glutamate suggère que la neurotoxicité de la
bilirubine est médiée par les récepteurs NMDA.
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