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LE MONOXYDE D'AZOTE

onsacrée molécule de
I’année en 1992 aux
Etats-Unis, ou en est-on
aujourd’hui avec cette
molécule a la fois simple
et complexe qu’est le monoxyde
d’azote (NO) ? Simple, le NO Dest
certainement puisque c’est un gaz
qui, a I’état dissous, peut aisément
franchir les membranes biologiques
et donc diffuser librement d’une cel-
lule a 'autre, constituant ainsi le
messager paracrine idéal. Complexe,
le NO D’est aussi sirement puisque
son électron célibataire en fait un
radical extrémement réactif dont la
chimie reste encore mal comprise
par bien des aspects, notamment
lorsqu’il est en solution aqueuse, ce
qui est bien sir le cas des systémes
biologiques. Complexe, le NO D’est,
enfin, par 'ubiquité de ses effets,
puisqu’il peut étre impliqué dans des
processus aussi différents que la
réponse immunitaire a une agression
microbienne, les processus inflamma-
toires (voir I'article de N. Dugas et al.,
p. 1653 de ce numéro), le choc septique,
la mort neuronale au cours de I'isché-
mie, certains mécanismes cellulaires
de l'apprentissage et de la mémoire,
et enfin de I’érection, pour finir sur
deux rdles, somme toute positifs, du
NO (m/sn°8, vol. 8, p. 844).
Dans le cadre de cet éditorial, il est
bien sir impossible de faire un point
exhaustif sur toutes les recherches
menées actuellement sur le NO dans
le monde entier. Nous nous limite-
rons donc aux études concernant le

systéme nerveux et le systéme immu-
nitaire puisque, en particulier dans
le cas du systéme nerveux, de nom-
breuses controverses subsistent enco-
re quant aux possibles roles du NO.
I convient toutefois de rappeler que
I'histoire du NO comme messager
biologique a commencé dans le syste-
me vasculaire, avec les travaux de
R. Furchgott et J. Zawadski en 1980 a
New York, lorsque ces auteurs ont
montré que I’action vasodilatatrice de
I’acétylcholine sur les vaisseaux
requiert la libération, par les cellules
endothéliales qui tapissent ces vais-
seaux, d’un facteur myorelaxant.
Celui-ci, baptisé EDRF (endothelial-
derived relaxing factor), agit sur les
muscles lisses en activant une enzyme,
la guanylyl cyclase soluble, induisant
ainsi une augmentation de la concen-
tration intracellulaire de guanosine
monophosphate cyclique (GMPc)
(m/s n° 10, vol. 7, p. 1094). Cette molé-
cule sert a son tour de second messa-
ger diffusant a I'intérieur de la cellule
le message extérieur apporté par le
facteur relaxant. En 1987, ’'EDRF a
été identifié par I’équipe de S. Mon-
cada des laboratoires Wellcome
(Grande-Bretagne) comme étant le
NO (pour référence voir [1]).

I NO et systéeme nerveux

En ce qui concerne le systéme ner-
veux central, I'idée que ce gaz pour-
rait étre un messager intercellulaire
revient a J. Garthwaite, alors a I'uni-
versité de Liverpool (Grande-Bre-
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tagne), lorsqu’il montra en 1988 que
la stimulation de neurones du cervelet
par des acides aminés excitateurs
comme le glutamate conduit effective-
ment a la production d’une substance
ayant toutes les propriétés du NO, y
compris celle de conduire a l'activa-
tion de la guanylyl cyclase soluble. Le
NO est formé par une enzyme dépen-
dante du calcium, la NO-synthase
(NOS), a partir d’un précurseur
banal, la L-arginine, qui est alors
converti en citrulline et NO en pré-
sence d’oxygene et de NADPH. Il
montre, enfin, qu'une catégorie parti-
culiere de récepteurs du glutamate
—les récepteurs N-méthyl-D-aspartate
(NMDA) - est impliquée dans ’activa-
tion de la NOS. En 1990, I'équipe de
S. Snyder, a I'université Johns Hop-
kins de Baltimore (USA), parvient a
fabriquer des anticorps dirigés contre
I'enzyme, et cette méme équipe clone
le géne correspondant en 1991. Par
immunocytochimie et hybridation in
situ, il est alors possible de réaliser une
cartographie de la localisation de la
NOS dans le systéme nerveux. Il appa-
rait que I’enzyme semble localisée
uniquement dans les neurones, ce qui
la fait appeler NOS neuronale (m/s
n°8, vol. 8 p. 844) (pour référence
voir [1]). En fait, on sait maintenant
que les NOS des cellules immunitaires
et des cellules endothéliales sont diffé-
rentes. En particulier, la NOS des cel-
lules immunitaires doit étre induite
par des cytokines pour étre synthéti-
sée, ce qui a conduit a I’appeler NOS
inductible, par opposition aux NOS
neuronale et endothéliale qui, elles,
sont constitutives. La situation est
compliquée parla découverte récente
de la présence de NOS « endothélia-
le » dans certains neurones de I’hippo-
campe [2], et de NOS inductible dans
certaines cellules gliales du systéme
nerveux central. Pour cette raison, les
NOS neuronales, inductibles et endo-
théliales sont désormais souvent sim-
plement appelées respectivement
NOS I, 11, et III.

Pour s’en tenir aux points suscitant
encore des controverses majeures,
nous aborderons successivement le
probléme de la régulation de la pro-
duction de NO par les neurones, le
probléme du rdle du NO dans la
mort neuronale, et celui de son role

msssssw dans la plasticité synaptique.
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En 1992, I’équipe de ]J. Bockaert
(Cnrs, Montpellier, France) montrait
pour la premiére fois que le NO
bloque sélectivement les récepteurs
NMDA qui, rappelons-le, sont res-
ponsables de la production de NO
dans les neurones lorsqu’ils sont acti-
vés par le glutamate [3]. Cette rétro-
action négative peut donc empécher
une surproduction de NO et ses
effets délétéres dont nous reparle-
rons ci-apres. Si cet effet a été retrou-
vé par plusieurs groupes, le mécanis-
me sous-jacent, en revanche, reste
controversé. Le NO peut, en effet,
exister sous forme réduite (NO-) ou
oxydée (NO*). Par ailleurs, le récep-
teur NMDA comporte plusieurs sites
redox, dont I’oxydation conduit a
une réduction des courants traver-
sant les canaux ioniques couplés a ce
récepteur, alors que leur réduction
conduit a I'effet inverse. Pour Stuart
Lipton et son groupe aux Etats-Unis,
NO* induirait une nitrosylation des
résidus thiol du récepteur NMDA,
conduisant secondairement a la for-
mation de ponts disulfures, et donc a
la réduction des courants traversant
les canaux ioniques couplés a ce
récepteur. Le NO~ aurait, bien s,
I’effet inverse, et on aurait donc la
I’explication des effets neuroprotec-
teurs ou au contraire neurotoxiques
attribués au NO dans le systéme ner-
veux central [4]. Cependant, les
résultats expérimentaux obtenus par
J- Bockaert et L. Fagny plaident pour
un tout autre mécanisme puisque,
pour ces auteurs, le NO agirait com-
me un modulateur allostérique du
récepteur NMDA, en facilitant a la
fois le blocage dépendant du poten-
tiel et le blocage indépendant du
potentiel de ces récepteurs par les
cations divalents.

En ce qui concerne le deuxiéme
point, on sait que la stimulation
excessive des récepteurs NMDA par
le glutamate peut causer une mort
neuronale, un phénoméne (excito-
toxicité) qui peut jouer un roble
majeur dans plusieurs maladies neu-
rodégénératives, ainsi qu’en cas
d’ischémie cérébrale. Or, on sait éga-
lement que le NO, outre ses effets sur
les récepteurs NMDA, peut conduire
en solution aqueuse a la production
de peroxynitrite (ONOO") et de radi-
caux hydroxyl (OH®), deux sub-

stances extrémement toxiques pour
les cellules. Ces considérations ont
donc conduit a I'idée qu’en partie au
moins l'excitotoxicité du glutamate
pourrait étre due a la production de
NO. De fait, certains auteurs comme
le groupe de V.L. Dawson et T.M.
Dawson a l'université Johns Hopkins
de Baltimore ont pu montrer qu’en
culture, les neurones sont protégés
de la mort neuronale par excitotoxi-
cité par application d’inhibiteurs de
NOS. De méme, in vivo, de faibles
doses d’inhibiteurs de NOS sont
capables de réduire la taille de
I'infarctus cérébral dans des modeéles
animaux d’ischémie focale (voir [5]
pour revue). Cependant, d’autres
auteurs comme J. Garthwaite n’ont
pas retrouvé cet effet neuroprotec-
teur des inhibiteurs de NOS dans
d’autres modeles, encore qu’au der-
nier congres de I'IBRO (international
brain research organization) en juillet
1995 a Kyoto, ce dernier auteur
semble maintenant reconnaitre que
I’excitotoxicité du glutamate pour-
rait, pour partie, dépendre du NO et
pour le reste en étre indépendante.
Les points de vue sont donc en train
de se rapprocher...

Il pourrait bien en étre de méme
pour le réle du NO dans la plasticité
synaptique. C’est aux groupes de
M. Ito au Japon et de F. Crépel a
I'université Paris-Sud a Orsay qu’il
revient d’avoir présenté pour la pre-
miere fois, en 1990, des preuves
expérimentales du réle du NO dans
la dépression synaptique a long ter-
me (DLT) du cervelet, une forme de
plasticité synaptique pouvant sous-
tendre les apprentissages moteurs
cérébelleux (réf. dans [6]). De
méme, il revient a I’équipe d’A. Boh-
me (Rhoéne-Poulenc, France) d’avoir
montré pour la premiére fois en
1991 que le NO pourrait étre impli-
qué dans la potentialisation a long
terme (PLT) des synapses excitatrices
de I’hippocampe [7]. Pour ces deux
modeles de plasticité synaptique, le
réle du NO est resté controversé jus-
qu’a ce jour. Ainsi, dans le cas de la
DLT du cervelet, D. Linden et
J. Connor, au Roche Institute de Nut-
ley (USA), ne voient pas d’effet du
NO dans I'induction de la DLT. Il
faut cependant souligner que leurs
études sont effectuées sur cultures
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dissociées de neurones cérébelleux,
alors que les études des groupes de
M. Ito et de F. Crépel sont réalisées
sur des neurones cérébelleux in situ.
De méme, dans le cas de la PLT, si
les résultats d’A. Bohme ont été
retrouvés et approfondis par plu-
sieurs équipes américaines, dont
celles d’E. Kandel et de D. Madison,
ils n’ont, en revanche, pas été confir-
més par plusieurs autres groupes,
notamment au Royaume-Uni, com-
me les équipes de G. Collingridge, de
T. Bliss, et de J. Garthwaite [1]. Il
semblerait donc que les rats anglais
aient délaissé le NO au cours de leur
évolution insulaire, contrairement
aux rats francais et américains. Signa-
lons toutefois qu’au congres de
I'IBRO mentionné précédemment,
J. Garthwaite a rejoint le clan des
«amis du NO », puisqu’il reconnait
maintenant que le NO joue bien un
role a la fois dans la DLT du cervelet,
et dans la PLT de I’hippocampe. De
méme, T. Bliss concéde un role au
NO dans la PLT chez le jeune rat, a
condition que les expériences (in
vitro) soient effectuées a 24 °C! La
encore, il n’est pas impossible que les
points de vue continuent a se rappro-
cher au cours des prochaines
années...

NO
et systeme immunitaire

Les cellules dans lesquelles la NO
synthase de type II peut étre induite
par des cytokines et des micro-orga-
nismes émettent de facon continue
et soutenue du monoxyde d’azote.
Le flux de NO ainsi produit exerce
dans la cellule émettrice et dans son
environnement une action antivirale,
antibactérienne et antiparasitaire. Au
voisinage de la cellule productrice, ce
flux est suffisant pour bloquer la pro-
lifération de cellules tumorales mais
aussi de lymphocytes T activés.

Avec la découverte des NO synthases
inductibles s’est en quelque sorte
achevée la description du phénome-
ne d’activation des macrophages mis
en évidence par Mackaness dans les
années 1960.

L’action antimicrobienne et antitu-
morale non spécifique des macro-
phages activés ainsi que leur action
immunosuppressive s’expliqueraient
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maintenant ainsi : 'interféron vy et la
phagocytose d’un agent infectieux
induisent I’expression de la NO syn-
thase qui, tant que de l'arginine est
disponible, produit du NO. NO diffu-
se pour atteindre des cibles molécu-
laires privilégiées comme la ribonu-
cléotide réductase, 1’aconitase, les
complexes I et II de la chaine respi-
ratoire, dont I'inhibition entraine
I’arrét de la multiplication et la mort
cellulaire.

Tout a-t-il été dit ? Jusqu'en 1993, les
études sur I'action antiproliférative
de NO avaient été conduites in vitro.
Ces deux derniéres années, par
I’administration aux animaux d’inhi-
biteurs de NO synthase et par le
dosage des nitrates sériques ou uri-
naires, il a été montré que I’expres-
sion de la NO synthase de type II et
une forte production de NO accom-
pagnent le développement d’infec-
tions par des parasites a développe-
ment intracellulaire [8]. L’inhibition
de la NO synthase ou sa faible activa-
tion chez certaines souches d’ani-
maux est parallele a une exacerba-
tion de I'infection. Des protocoles
voisins ont permis de proposer un
role important de la NO synthase
inductible dans le développement de
réactions inflammatoires, de réac-
tions auto-immunes [9] et dans le
phénomeéne de réaction du greffon
contre I’hote (GvH).

Puisque NO agit sur des cibles intra-
cellulaires présentes dans toutes les
cellules, il est évident que son action
peut étre bénéfique ou néfaste, sui-
vant la cellule touchée (wvoir I'article
de C. Thiemermann, p. 1643 de ce
numéro). Dans un méme modéle
d’infection, la production de NO
pourrait, selon le moment plus ou
moins précoce de son déclenche-
ment, soit contribuer directement a
I'élimination du parasite, soit favori-
ser sa multiplication par un effet
immunosuppresseur sur les lympho-
cytes T. De méme, si une forte pro-
duction de NO exerce un effet cyto-
toxique antitumoral, une production
plus faible favoriserait in vivo la crois-
sance tumorale par un effet positif
sur la vascularisation [10]. Le bilan
des actions in vivo du NO produit par
la NO synthase inductible est donc
loin d’étre achevé.

Des controverses persistent aussi sur

la forme « active » de NO : NO°*, NO*,
NO-, ou des dérivés comme des
nitrosothiols... Quelle est la place a
conserver a d’autres mécanismes
antiprolifératifs anciennement
décrits : dérivés activés de I'oxygéne,
dégradation du tryptophane... Y a-t-il
coopération avec, par exemple, pro-
duction de dérivés plus toxiques
comme le peroxynitrite, ou incompa-
tibilité, puisque NO peut inhiber les
enzymes a héeme que sont la NADPH
oxydase et l'indolamine dioxygéna-
se ? Une derniére question, peut-étre
la plus lancinante. Les macrophages
humains sont-ils capables, a I'image
des macrophages murins, de produi-
re de fortes quantités de NO? De
trés nombreuses équipes ont accu-
mulé dans ce domaine des résultats
négatifs ; la polémique est relancée
par la description d’un systéme entie-
rement original d’induction (voir
'article de N. Dugas et al., p. 1653 de
ce nUmero).

Si la production de NO par les
macrophages humains s’avéere faible
ou non dépendante de I'interféron v,
il restera a expliquer la trés nette sti-
mulation des capacités antimicro-
biennes des macrophages humains
lors de leur «activation » par l'inter-
féron y. Les hépatocytes murins et
humains possédent une NO synthase
inductible qui pourrait participer aux
réactions de I’hote contre les plasmo-
dium [11]. Comment peut-on alors
interpréter la capacité des formes
érythrocytaires de Plasmodium falcipa-
rum de produire du NO et un facteur
susceptible d’induire une activité NO
synthase dans les cellules endothé-
liales [12] ? Pour les trois types de
NO synthases, il existe maintenant
des souris chez lesquelles le géne
codant a été inactivé [13] (voir la
nouvelle de A. Mignon et E. Bursaux,
p. 1743 de numéro) : ces modeles
devraient permettre de préciser la
contribution de chaque enzyme et de
mettre en évidence d’éventuels phé-
nomeénes de redondance et de com-
pensation W
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