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Summary

The influence of ACTH on ano-
xic neuronal death was defined
in vitro by incubating cultures of
chick embryo cortical neurons in
anoxic atmosphere. Exposure of
neurons to anoxia produced irre-
versible lesions after 10 hours.
Neuronal cell death was comple-
ted within 48 hours.

Treatment with 10 nM
ACTH (1-24) for 24 hours pre-
ceding oxygen deprivation pro-
tected against the development
of anoxic damage and fully pre-
vented neuronal death. In the
light of its effect on the transport
of glucose in neurons [4], it is
proposed that ACTH (1-24)
plays an important role in the
preservation of neuronal func-
tions during hypoxic stress.
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e nombreux syndromes cli-
niques, comme la détresse
respiratoire du nouveau-
né, linsuffisance cardio-
respiratoire, les accidents
ischémiques cérébraux, les états de
choc, sont caractérisés par une
insuffisance d’oxygénation du cer-
veau. Les lésions provoquées par
I’hypoxie peuvent devenir irréversi-
bles et perturber les fonctions ner-
veuses si Iapport d’oxygeéne n’est
pas rapidement rétabli. L’arrét des
fonctions cérébrales est la consé-
quence de la mort des neurones pro-
voquée par ’hypoxie. Les facteurs
les plus fréquemment incriminés
dans les mécanismes de la mort
neuronale en hypoxie sont le déficit
de production d’énergie en absence
d’oxygéne, la. perturbation de la
microcirculation cérébrale et la
genese de radicaux libres [1, 2].
Nos travaux antérieurs ont permis
de mettre en évidence ’effet neuro-
trope de I’hormone adrénocortico-
trope (ACTH) [3, 4] L’ACTH

favorise la survie et la maturation

des neurones en culture [3] et sti-
mule le transport de glucose [4].
Ces observations nous ont conduit a
rechercher l'influence de 'ACTH
sur la survie des neurones cultivés
en atmosphére dépourvue d’oxy-
geéne. Les résultats obtenus établis-
sent que ’ACTH protege les neuro-
nes contre I’anoxie.

IMatérieIs et méthodes

Les techniques de culture de neuro-
nes du cortex cérébral d’embryon
de poulet ont été décrites pré-
cédemment [3, 5]. Les neurones
sont cultivés dans un milieu nutritif
(DMEM : Ham F12; 1:1, v/v;
Laboratoires Flow, Asniéres) de
composition  chimique  definie
contenant de la transferrine, de I’in-
suline, de la putrescine, de la pro-
gestérone, du sélénium et des
antibiotiques [3]. Ces cultures sont
maintenues dans un incubateur a
37°C en  atmosphére  d’air
(95 %)/ CO; (59%). Les traitements
par T’ACTH(1-24) (Ciba-Geigy,
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Figure 1. Effet de Ulanoxie (48
heures) sur les cultures de neurones
du cortex cérébral d’embryon de
poulet. Alors que dans les cultures
témoins (a), la mortalité cellulaire est
totale, les cultures  traitées  par
P ACTH (1-24) (10 nM) au cours des
24 heures précédant la déprivation en
oxygéne ne sont pas affectées par I'anoxie

(b) (% 150).

Figure 2. Effet d’'une période courte
d’anoxie (1o heures) sur la morpholo-
gie des neurones. Dans les cultures
témoins, on observe l'apparition de signes
de dégénerescence cellulaire (a) : augmen-
tation du volume cellulaire, rétraction des
dendrites et fragmentation des corps cellu-
laires. Le traitement des cultures par,
PACTH (1-24) (1onM) protége les

neurones des lésions engendrées par I'ano-

xie (b) (% 250).

Figure 3. Effet de [lanoxie
(ro heures), suivie du retour en
atmosphére normoxique (48 heures)
sur la survie des neurones. Alors que
les neurones traités par ' ACTH (1-24)
(10 nM) ont survécu et se sont dévelop-
pés (b), il ne subsiste que des débris
cellulaires dans les cultures témoins (a).

pmmeenes (X 250).
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Bale, Suisse) sont initiés 24 heures
avant la déprivation en oxygeéne.
Pour les expériences d’anoxie, les
cultures sont transférées pour des
temps variables dans un caisson
étanche, dans lequel on fait passer
un flux d’azote (95 %)/ CO, (5 %)-

Résultats

Aucun neurone en culture ne survit
lorsque les cultures sont placées
pendant 48 heures cn atmosphére
dépourvue d’oxygene (figure r1a).
I’ACTH (1-24) administrée a une
concentration de 10 nM pendant les
24 heures précédant le passage en
anoxie assure la survie de 959, des
neurones ( figure 1b). Une incuba-
tion plus courte (10 heures) en ano-
xie se traduit chez les neurones non
traités par des signes de dégénéres-
cence cellulaire, comme ’augmenta-
tion du volume des corps cellulaires,
la rétraction des fibres nerveuses,
I’apparition de vacuoles intracyto-
plasmiques, pour aboutir a la
fragmentation des structures cellu-
laires ( figure 2a). En revanche les
cellules qui ont été prétraitées par
’ACTH (1-24) ne sont pas affectées
par 10 heures d’anoxie (figure 2b).
Lorsqu’aprés 10 heures de culture
en anoxie les cellules sont replacées
en atmosphére normale (air
(95%)/CO,(5%)), on observe
aprés 48 heures que les neurones
traités par ’ACTH (1-24) survivent
et se développent ( figure 3 b), alors
que dans les cultures non traitées on
ne retrouve que des débris cellu-

laires ( figure 3a).
| Discussion

La plupart des études portant sur
Pinfluence de I’hypoxie sur le cer-
veau sont effectuees in vivo sur des
animaux de laboratoire et sont diffi-
ciles a interpréter du fait de la
variation simultanée d’autres para-
meétres comme la pression artérielle,
la ventilation pulmonaire, la pres-
sion partielle de CO, et le pH san-
guin. L’étude des effets directs du
manque d’oxygeéne sur les neurones
peut étre abordée a l’aide de la cul-
ture cellulaire. Les résultats présen-
tés ici démontrent que I’ACTH
permet aux neurones de résister a
’anoxie. .

Une telle influence suggeére que
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’ACTH pourrait avoir un role spé-
cifiquement en relation avec les pro-
cessus d’adaptation du cerveau aux
conditions d’hypoxie.

L’ACTH intracérébrale peut prove-
nir de deux sources : soit une pro-
duction endogene par des neurones
situés dans I’hypothalamus et inner-
vant ’ensemble des structures céré-
brales [6, 7], soit une source
d’ACTH hypophysaire, sécrétée de
maniére accrue lors de ’hypoxie [8],
et dont le passage a travers la bar-
riére hémomeéningée pourrait étre
facilité par ’hypoxémie.

Les mécanismes par lesquels
I’ACTH exerce son influence sur le
neurone en anoxie restent encore a
définir. Nous avons démontré
récemment que ’ACTH était capa-
ble de réguler le transport de glu-
cose au niveau des neurones [4]. En
agissant sur la disponibilité et Iutili-
sation du glucose par la glycolyse,
PACTH pourrait ainsi assurer la
couverture des besoins énergétiques
par des mécanismes anaérobies et
permettre la survie des ncurones en
I’'absence d’oxygéne. Un autre
mécanisme pourrait impliquer une
action directe de ’ACTH sur la
neurotransmission. Des travaux
récents ont en cffet suggéré que la
mort de certains neurones lors
d’épisodes d’anoxie ou d’ischémie
aigué était causée par une libération
excessive d’acides aminés neuro-
transmetteurs comme J’acide gluta-
mique et l’acide aspartique [9-12].
Bien qu’il n’existe pas actuellement
de données expérimentales concer-
nant linfluence de PACTH sur la
libération de ces neurotransmet-
teurs, cette hypothése ne semble pas
devoir s’appliquer a ’ACTH. En
effet, si PACTH protégeait les
neurones contre ’anoxie en influant
sur la neurotransmission, cet effet
devrait étre immédiat. Or, un délai
de plusieurs heures est nécessaire
pour que ’ACTH soit efficace, ce
qui suggeére une intervention de
I’hormone sur les régulations méta-
boliques.

En conclusion, ce travail montre
que PACTH permet aux neurones
de résister a ’anoxie. La libération
de ce peptide dans le cerveau pour-
rait jouer un role essentiel dans le
maintien des fonctions des neurones
au cours des états de souffrance
cérébrale hypoxique
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