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ABRÉGÉ

L’encéphalopathie hépatique (EH) est un syndrome neuropsychiatrique

apparaissant lors de maladies hépatiques chroniques et aigus. Dans le cas d’une

insuffisance hépatique aigu (IHA), l’EH est caractérisée par des troubles

neurologiques sévères. Les symptômes progressent rapidement d’un coma à la mort

par engagement cérébral dû à un oedème cérébral. Les mécanismes

physiopathologiques impliqués dans l’étiologie de l’oedème cérébral lors d’une IHA

ne sont pas complètement élucidés mais une toxicité de l’ammoniaque et des

altérations du métabolisme cérébral (en particulier de la glutarnine) sembleraient

jouer un rôle clef.

Le travail présenté dans cette thèse comprend 4 articles qui ont étudié l’effet

de l’IHA sur le métabolisme cérébral du glucose. Dans les articles 1 et 3.

l’hypothermie a été utilisée comme un outil afin d’examiner la corrélation entre les

altérations des métabolites cérébraux et la présence de l’oedème cérébral.

L’article 1 a montré que l’hypothermie retardait le développement de l’EH et

prévenait l’oedème cérébral en diminuant les niveaux d’ammoniaque et de lactate

dans le cerveau. Cette étude a fourni les premières indications suggérant que l’oedème

cérébral et l’encéphalopathie sont la conséquence de perturbations du métabolisme

énergétique cérébral, induites par larnmoniaque.

Dans l’article 2, l’utilisation de la résonance magnétique nucléaire (RMN) au

‘H et ‘3C a démontré que les taux et la synthèse de novo de lactate mais pas ceux de

la glutarnine, étaient corrélés avec la sévérité de l’encéphalopathie. Une réduction de

la synthèse de glutamate via la voie oxydative a aussi été observée au stade du coma.
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Ces résultats suggèrent que l’augmentation de la synthèse du lactate et des

perturbations de l’oxydation du glucose dans le cerveau plutôt qu’une accumulation

de la glutamine seraient la cause principale de l’oedème cérébral lors d’une IHA.

Dans l’article 3, l’utilisation de la RMN au 1H et ‘3C ainsi que l’hypothermie

a permis de démontrer que l’hypothermie qui prévenait pourtant l’apparition de

l’oedème cérébral, n’avait pas d’effet sur les niveaux de glutarnine ou sur sa synthèse

de novo tandis qu’elle normalisait l’oxydation du glucose et la synthèse du lactate.

Ces doimées renforcent l’hypothèse qu’un déficit du métabolisme cérébral du glucose

plutôt que l’accumulation de glutarnine serait à l’origine des manifestations

cérébrales de l’IHA.

L’article 4 de cette thèse est centré sur la réponse de la capacité de synthèse de

glutamine du cerveau et des n.usc1es squelettiques face aux taux croissants

d’ammoniaque lors d’une IHA. L’expression et l’activité enzymatique de la

glutamine synthétase (GS) musculaire (uniquement) étaient augmentées lors d’une

IRA menant à une élévation de la capacité de détoxication de l’ammoniaque par les

muscles. Ces résultats proposent donc une base moléculaire à la capacité musculaire

de détoxication de l’ammoniaque et suggèrent que le développement de composés

capables de stimuler la GS musculaire (tels que Ï’ornithine-aspartate (OA)) pourrait

se révéler être des traitements efficaces de cette maladie.

En conclusion, les résultats des 3 premiers articles viennent s’ajouter à ceux

d’études cliniques non-contrôlées pour justifier la réalisation d’une étude clinique

contrôlée évaluant l’effet de l’hypothermie sur l’IHA. L’article 4 fournit une base

pour l’utilisation d’agents tels que l’OA lors d’une IRA.
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Mots Clefs Insuffisance hépatique aigu, ammoniaque, OEdème cérébral,

hypothermie, encéphalopathie hépatique, lactate, glutamine, glutamine synthétase,

muscle squelettique.
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ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric syndrome occurring in

both acute and chronic liver diseases. In acute liver failure (ALF), HE is characterised

by severe neurological symptoms which progress rapidly to corna and death generally

caused by brain herniation due to brain edema. The pathophysiological mechanisrns

involved in the etiology of brain edema in ALF are flot fully understood but ammonia

toxicity and alterations of brain metabolism (in particular glutamine) are tbought to

play a key role.

The present thesis comprises 4 articles describing the effects of ALF due to

hepatic devascularisation on brain glucose metabolism. Hypothermia was employed

as a tool to investigate the reÏationship between brain metabolisrn and brain edema in

ALF.

Resuits described in article 1 show that hypothermia restilts in a delay of onset

of HE and prevents brain edema by decreasing brain ammonia and lactate levels. This

study provides the first evidence suggesting that brain ederna and encephalopathy are

the consequences of amrnonia-induced impairment of brain energy rnetabolism.

As a resuit of the findings described in article 1, changes in brain energy

metabolisrn were assessed using ‘H- and ‘3C Nuclear Magnetic Resonance (NMR). In

article 2 it is shown that lactate (but not glutarnine) levels and its de novo synthesis

are correlated with the severity of the encephalopathy. Also the synthesis of

glutamate through the oxidative pathway was shown to be reduced at coma stages of

encephalopathy in ALF rats. These findings suggest that increased brain lactate
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synthesis and irnpaired glucose oxidation rather than intracellular glutarnine

accumulation are the major cause ofbrain edema in ALF.

In article 3, hypothermia and 1J and uC NMR wcre used to assess the role of

glutamine accumulation in the pathophysiology ofbrain edema in ALF. Hypothermia

had no effect on glutamine levels or its de novo synthesis whereas it norrnalised both

brain glucose oxidation and lactate synthesis. These findings further support our

contention that a deficit in brain glucose metabolism rather than glutamine

accumulation is the major cause ofthe cerebral manifestations ofALF.

Article 4 of this thesis focused on the existence of alternative mechanisms for

ammonia rernoval, namely brain and skeletal muscle glutamine synthesis capacity in

response to the increasing levels of ammonia in ALF. Muscle (but not brain)

glutamine synthetase expression and enzyme activity were increased in ALF leading

to an increased capacity for muscle ammonia detoxification. These findings provide a

molecular basis for increased muscle ammonia detoxification in ALF and suggest that

maintenance of muscle mass together with the development of agents able to

stimulate muscle GS (such as L-ornithine L-aspartate (OA)) could provide effective

ammonia-lowering strategies in this disorder.

In conclusions results described in the first 3 articles contribute to a growing

body of evidence that hypothermia may be useful in the management of ALF and

help to justify the performance of a controlled clinical trial of the effect of

hypothermia in ALF. Article 4 provides evidence and a rationale for the maintenance

of muscle mass (no protein restriction) and the use of agents such as OA in ALF,
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1. ENCÉPHALOPATHIE HÉPATIQUE

1.1. Définitions

L’encéphalopathie hépatique (EH) est un syndrome neuropsychiatrique

complexe qui survient lors d’une insuffisance hépatique. L’insuffisance hépatique

peut être causée par des maladies hépatiques chroniques ou aigus (exemple

hépatites virales), des erreurs héréditaires du cycle de l’urée et par l’apparition

spontanée ou la réalisation chirurgicale d’un shunt veineux porto-systémique (une

anastomose portocave (PCA) ou un shunt porto-systémique intrahépatique

transjugulaire (TIPSS)) visant à réduire l’hypertension portale induite par la

dysfonction hépatique. L’EH se présente sous deux formes (aigu ou chronique)

dépendamment de la vitesse de développement et de l’étendue des lésions hépatiques

ainsi que du degré de shunt porto-systémique et de la présence d’un facteur de

précipitation. L’EH est classifiée comme étant une encéphalopathie métabolique

réversible après traitement chirurgical.

Malgré des années de recherche scientifique, les causes précises de l’EH sont

encore inconnues, mais il a été avancé que des neurotoxines sanguines (exemple

l’ammoniaque) et les astrocytes joueraient un rôle clef (Butterworth., 2003).

Cette thèse est consacrée à l’étude de la forme aiguê alors la forme chronique

de l’EH ne sera présentée que sommairement.
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12. EH chronique

LEH chronique qui est aussi appelée encéphalopathie porto-systémique est

associée à une augmentation du shunt porto-systémique du sang chargé de toxines

provenant des intestins et qui apparaît suite à une dysfonction hépatique chronique.

1.2.1. Pathogenèse

L’origine de l’insuffisance hépatique est variée mais elle est le plus souvent

causée par des hépatites virales B ou C et par une cirrhose alcoolique. Le foie étant le

principal organe responsable de l’élimination des toxines endogènes et exogènes, le

shunt porto-systémique va alors diminuer la quantité de sang traitée par le foie. Les

toxines provenant principalement des intestins ne seront plus éliminées et vont

pouvoir atteindre le cerveau où elles vont s’accumuler pour atteindre des

concentrations qui vont être à l’origine des dysfonctions neurologiques observées lors

de I’EH. Dans le cas d’une EH chronique, il a été avancé que deux de ces substances

seraient l’ammoniaque et le manganèse.

Des niveaux d’ammoniaque plasmatique de O.06-O.O7mM ont été rapportés

chez des patients ayant une EH moyenne (Lockwood et cou., 1991b). Cette

augmentation des niveaux plasmatiques d’ammoniaque s’accompagne aussi d’une

augmentation de 3 à 4 fois du rapport entre la concentration d’ammoniaque dans le

cerveau et la concentration dans le sang, rapport qui dans les conditions normales est

de 2 (Cooper et Plum., 1987).
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7.2.2. Manifestations cliniques

Les manifestations cliniques de l’EH chronique s’étendent de changements

subtils de la fonction cérébrale, détectables seulement à l’aide de tests

psychornétriques, jusqu’à un corna profond. L’EH peut être présente chez 50-70% des

patients ayant une cirrhose, ce qui inclue aussi les patients dont les troubles

neurologiques ont été détectés par des tests psychornétriques (Gitiin et coiL, 1986).

La mort en corna hépatique est fréquente chez les patients atteints d’une cirrhose et

d’une insuffisance hépatique avancée mais, contrairement à 1’ encéphalopathie

hépatique aigu, la forme chronique n’est généralement pas associée à un oedème

cérébral et à une hypertension intracrânienne. Cependant l’utilisation de teclrnique

d’imagerie en résonance magnétique (rapport de transfert de magnétisation) a permis

de suggérer qu’il y aurait un oedème cérébral léger dans certaines régions du cerveact

lors d’une cirrhose (Rovira et coIL, 2002).

1.2.3. Neuropathologie

Au niveau neuropathologique, les formes chroniques et aigus de l’EH sont

caractérisées par des changements astrocytaires plutôt que neuronaux et elles ne sont

pas associées à une mort neuronale.

La forme chronique d’EH. est associée à des changements de la morphologie

et de la fonction astrocytaire. Un gonflement des astrocytes peut être présent mais il

n’est généralement pas suffisant pour causer des altérations de la pression

intracrânielme. Les changements morphologiques typiques rencontrés lors d’une

insuffisance hépatique chronique sont cormus sous le nom d’astrocytose d’Alzheimer

de type H, où les astrocytes présentent un gros noyau gonflé, un nucléole proéminent.
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et une marginalisation de la chromatine (Butterworth et colI., 1987; Norenberg.,

1988). L’ exposition d’ astrocytes en culture à des concentrations d’ ammoniaque

équivalentes à celles retrouvées lors d’une insuffisance hépatique chronique induit

des changements morphologiques identiques à l’astrocytose d’Alzheirner de type II

(Gregorios et coll., 1985). Cette observation a permis de suggérer que l’ammoniaque

joue un rôle déterminant dans la neuropathologie observée lors d’une insuffisance

hépatique chronique.

1.3. EH aiguê

La forme aigu de l’encéphalopathie est associée à une insuffisance hépatique

aigu (IRA).

1.3.1. Pathogenèse

L’IRA est le plus souvent induite par une surdose de substances

hépatotoxiques telle que lacétaminophène, par des hépatites fulminantes (A, B et C),

par des toxines, et aussi par certains champignons et plantes médicinales. Son

développement est rapide.

Les niveaux plasmatiques d’ammoniaque atteignent 0.1-0.45 mM lors d’une

IRA chez l’humain (Clemmesen et coll.. 1999) et il a été rapporté que les

concentrations d’ammoniaque peuvent être jusqu’à 8 fois plus élevées dans le

cerveau que dans le plasma lors d’une IRA expérimentale (Cooper et Plum., 1987).

Récemment il a été avancé que l’ER aigu pourrait être précipitée par des facteurs en

plus de l’ammoniaque comme l’inflammation et certaines cytokines provenant du

foie nécrotique (Vaquero et coll., 2003).
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1.3.2. Manifestations cliniques

L’insuffisance hépatique aigu conduit invariablement à des dysfonctions

sévères du système nerveux central qui progressent en quelques heures voire

quelques jours, d’une altération de l’état mental à un coma et des convulsions puis la

mort. Les taux de mortalité atteignent 90% sans transplantation hépatique. La

principale cause de mortalité de l’IRA est un engagement cérébral causé par une

augmentation de la pression intracrânienne qui fait suite à un oedème cérébral.

L’apparition de l’engagement cérébral est corrélée avec l’augmentation des taux

artériels d’ammoniaque (Clemmesen et coll., 1999).

1.3.3. Neuropathologie

Tout comme dans le cas de l’EH chronique, il n’y a pas de mort neuronale

lors d’une IHA. L’IHA est caractérisée par un oedème cérébral cytotoxique et les

astrocytes sont les cellules qui présentent un gonflement significatif (Traber et cou.,

1987; Kato et coli., 1992). Le gonflement des astrocytes empire avec la progression

de l’insuffisance hépatique. Il est vraisemblablement à l’origine de l’oedème cérébral

observé au stade de coma de l’IRA qui va être responsable de la mort par engagement

cérébral. La forte corrélation entre l’engagement cérébral et les taux artériels

d’ammoniaque suggère que l’ammoniaque joue un rôle prédominant dans la

pathogenèse de l’oedème cérébral (gonflement des astrocytes) lors d’une IRA. De

plus, la présence d’un oedème cérébral dans d’autres syndromes

hyperammoniémiques tels que le syndrome de Reye et des enzymopathies

congénitales du cycle de l’urée supportent l’implication de l’ammoniaque dans le

gonflement des astrocytes. Dans ces syndromes, les concentrations artériel les
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d’ammoniaque peuvent atteindre 1 mM (Kendall et cou., 1983; Butterworth., 199$a).

Aussi, l’exposition de cultures d’ astrocytes à des concentrations millimolaires

d’ammoniaque induit leur gonflement (Norenberg., 198$). On peut donc dire que

dans l’IHA la neuropathologie est en accord avec une exposition des cellules à

1’ ammoniaque.

Les astrocytes sont les cellules les plus abondantes formant le cerveau, le

rapport astrocyte/neurone atteint 10/1. Les astrocytes occupent un tiers du volume du

cortex cérébral (Pope., 197$). Du fait du nombre important d’astrocytes dans le

cerveau, l’oedème astrocytaire observé lors d’une IHA poulTait être suffisant pour

expliquer l’oedème cérébral. Cette affirmation n’a cependant jamais pu être vérifiée

car d’autres facteurs influençant le développement de l’oedème cérébral (changements

hémodynamiques) sont aussi présents lors d’une IHA (Blei., 2005).

2. MODÈLES ANIMAUX D’INSUFFISANCE HÉPATIQUE AIGUÊ

Il existe plusieurs modèles animaux d’IHA réalisés dans différentes espèces

comme le rat, la souris, le lapin, le chien et le porc. Ces différents modèles ont été

revus en partie par Newsorne et al. en 2000 et sont tous basés soit sur des techniques

chirurgicales, soit sur l’administration de toxines hépatiques spécifiques. La plupart

de ces modèles présentent une ou plusieurs caractéristiques de l’IHA humaine, c’est

à-dire une hyperammoniérnie, des troubles neurologiques et la présence d’un oedème

cérébral aux stades terminaux de l’encéphalopathie.
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2.1.1. Modèles chirurgicaux

Les modèles chirurgicaux s’appuient sur l’élimination de la fonction

hépatique en enlevant complètement le foie (modèle d’hépatectomie) ou en

supprimant l’apport de sang au foie (modèle de dévascularisation hépatique).

2. 1.]. 1. Modèle d ‘hépatectomie

Ce modèle est appliqué chez différentes espèces animales telles que le rat

(Olafsson et colt., 1995), le lapin (Nyberg et colt., 1996), le chien (Baba et coIl.,

1994) et le porc (Lempinen et coll., 1973). Cette procédure se fait généralement en

deux étapes (réalisation d’une anastomose portocave suivie, 24h plus tard, de

l’hépatectomie) afin de réduire le traumatisme chirurgical. Récemment, une nouvelle

technique, peu traumatique, d’hépatectomie en une étape a été développée (Filipponi

et coll.. 1999). Bien qtie les animaux présentent un corna, un désavantage de

l’utilisation de ce modèle est l’absence de cellules hépatiques endommagées ou

nécrotiques dans la circulation sanguine qui est une caractéristique importante de la

pathologie humaine dans laquelle le foie est toujours perfusé et libère des substances

toxiques dans la circulation.

2. 1. 1.2. Modèle de dévc,scularisation hépatique

Ce modèle est basé sur la réalisation d’une anastomose portocave suivie d’une

ligature de l’artère hépatique. Cette procédure peut être réalisée chez le rat (Zaki et

coll., 1984), le lapin (de Knegt et coll., 1994a) ou le porc (Ytrebo et coll., 2001).

Dans cette thèse, nous avons utilisé cette technique chez le rat pour induire

une insuffisance hépatique aigu. Les rats ont été anesthésiés avec de l’isoflurane et
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une anastomose portocave a été réalisée selon la technique décrite par Lee et fischer

(Lee et Fisher., 1961). 24 heures après la réalisation de l’anastomose portocave, une

nouvelle laparotomie a été réalisée et l’artère hépatique a été ligaturée. Dans ce

modèle, les concentrations plasmatiques d’ammoniaque atteignent JmM au stade du

corna et les concentrations cérébrales peuvent atteindre des niveaux de 1 à 5 mM

(Swain et coll., 1992a).

L’encéphalopathie se développe rapidement et on distingue deux troubles

neurologiques typiques qui sont le précoma et le corna. Le précoma est défini par une

perte du réflexe de redressement, alors que le corna est quant à lui défini par une perte

du réflexe de redressement accompagnée d’une perte du réflexe cornéen. En général,

le stade de précoma survient s-10 heures après la ligature de l’artère hépatique et le

coma survient 12-1 5 heures après la ligature.

La dévascularisation hépatique a pour conséquence d’induire une hypothermie

et une hypoglycémie sévère qui peuvent toutes les deux interférer avec le statut

neurologique des animaux, c’est pourquoi la température corporelle des animaux est

maintenue à 37 oc à l’aide de couvertures chauffantes et que la glycémie est

maintenue à des valeurs normales par l’injection périodique d’une solution de

dextrose 5% dans l’eau, par voie sous cutanée.

contrairerne;t au modèle d”hépatectomie, ce modèle semble présenter

l’avantage que malgré que le foie ne soit pas perfusé, on retrouve dans la circulation

sanguine des substances produites par le foie nécrotique (Tonnesen., 1977).
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2.1.2. Modèles de toxicité hépatique

Il existe plusieurs toxines hépatiques comme le tétrachlorure de carbone, la

thioacétamide, la galactosamine, 1’ azoxyrnéthane et 1’ acétarninophène. Elles sont

utilisées chez le lapin, le rat, la souris, le chien et le porc selon leur efficacité dans

chaque espèce.

La galactosamine est préférentiellement utilisée chez le lapin (Traber et col!.,

1987), le rat (Li et colI., 2004), le chien (Nyberg et coll., 199$) et le porc (Kalpana et

coll., 1999). C’est une toxine hépatique sélective qui est métabolisée par la voie du

galactose dans le foie. Elle conduit à une déplétion de l’uridine intracellulaire qui va

entraîner une perturbation du métabolisme de l’ARN dans les hépatocytes, ce qui va

induire une nécrose de ces cellules (Newsome et coll., 2000).

L’acétaminophène est utilisé chez la souris (Fiorucci et coil., 2004), le rat

(Bates et coll., 1988), le lapin (Rahman et coll., 2004), le chien (Francavilla et coIl.,

1989) et le porc (Miller et coll., 1976). Lors d’une surdose d’acétarninophène, le

cytochrome P450 devient sa voie principale de détoxication et conduit à la formation

d’un composé toxique, le N-acétyl parabenzoquinonéirnine (NAPQI). Le glutathion

est utilisé pour détoxiquer ce composé. Lors d’une surdose, les niveaux de glutathion

vont s’épuiser et le NAPQI va causer une nécrose hépatique centrilobulaire

(Newsome et coll., 2000). Bien que ce modèle de toxicité hépatique soit très pertinent

pour modéliser la surdose d’acétarninophène chez l’humain, il existe plusieurs

problèmes associés à l’utilisation de ce composé chez les animaux. Le premier est

que la reproductibilité est souvent faible et le deuxième réside dans le fait que

l’acétaminophène a, à fortes doses, des effets extra-hépatiques incluant l’induction

d’une méthémoglobinémie (Newsorne et coll., 2000).
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Le tétrachlorure de carbone (CC14) est utilisé chez la souris (Mei et cou.,

1993) et le rat (Bates et coil., 198$; Taniguchi et col!., 2004). La toxicité du CC!4 est

médiée par la génération du radical libre trichiorornéthyle qui est hautement réactif et

qui conduit à la peroxydation des lipides cellulaires, des protéines et de l’ADN (Bates

et coll., 1989). Cette peroxydation va être à l’origine des dommages hépatiques.

La thioacétamide (TAA) est utilisée chez la souris (Itzhak et cou., 1995) et le

rat (Alhrecht et coil., 1985). La TAA est un composé thiono-sutfaté qui possède une

activité cancérigène et hépatotoxique. Après avoir été administrée la TAA est

transformée en thioacétamide-S-oxyde. La TAA et la TAA-S-oxyde qui vont être

toutes les deux, rapidement métabolisés par le cytochrome P450. Les métabolites qui

sont alors générés, tels que le sulfène et le thioacétarnide-$-oxyde sont responsables

de la mort cellulaire des hépatocytes (Wang et coll.. 2004).

L’azoxyméthane est contenu dans une noix de l’île de Guam qui est parfois à

l’origine de dommages hépatiques chez l’homme et chez les animaux de ferme.

L’azoxyméthane, est un composé cancérigène qui est utilisé à forte dose chez la

souris pour induire une IRA (Matkowskyj et cou., 1999). L’azoxyrnéthane cause une

nécrose hépatique centrilobulaire en exerçant possiblement une toxicité au niveau des

mitochondries hépatiques (Matkowskyj et coll., 1999).

Les modèles basés sur l’utilisation de ces toxines présentent l’avantage

d’induire une IRA qui implique une nécrose hépatique et la libération dans la

circulation sanguine de facteurs de nécrose et de facteurs médiant l’inflammation de

manière similaire à la pathologie humaine. Cependant, chaque composé possède des

désavantages. Les modèles au CC14 et à l’acétaminophène sont peu reproductibles et



12

on observe des variations dans la réponse entre les individus d’une même espèce. La

galactosarnine n’a aucun équivalent chez l’humain et il y a une grande variabilité

d’efficacité entre les lots de galactosarnine. La molécule la plus prometteuse semble

être l’azoxyrnéthane, cependant cette molécule n’a été testée que chez les souris, dont

la taille limite la réalisation de certaines expériences (Matkowskyj et coll., 1999).

3. PHYSIOLOGIE DE L’AMMONIAQUE

L’ammoniaque semble être un des facteurs déterminants impliqués dans

l’apparition de l’encéphalopathie. Dans des conditions normales, l’ammoniaque est

produit soit de façon endogène au cours de réactions métaboliques ou soit par l’action

d’enzymes catabolisantes sur des composés exogènes.

3.1. Caractéristiques de l’ammoniaque dans les fluides

biologiques

Dans des solutions aqueuses, l’ammoniaque (NI-I3) est en équilibre avec l’ion

ammonium (NH4) Le pKa de l’ammoniaque, calculé à partir de l’équation de

Henderson-Hasselbach dans le sang à 37°C, est de 9.1-9.2 (Cooper et Plum., 1987).

Dans des conditions physiologiques normales, 98-99% de l’ammoniaque est donc

présent sous la forme de l’ion ammonium. Le NH3 est beaucoup plus soluble dans

l’eau et les lipides que le C02 et il est considérablement plus soluble dans le plasma

que dans l’eau, sûrement du fait de sa lipophilie (Cooper et Plum., 1987). Le NI-13

(lipophile) diffuse facilement au travers des membranes plasmiques tandis que les

ions NH4 (hydrophiles) traversent la membrane plasmique en empruntant les canaux

potassiques (Raichle et Larson., 1981). Le NH4 a une perméabilité de 0.3 fois celle
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du potassium (Binstock et Lecar., 1969) et peut donc passer la barrière hérnato

encéphalique via les canaux potassiques. En résumé, l’ammoniaque peut donc passer

la barrière hémato-encâphalique de deux façons distinctes selon la forme ionique sous

laquelle il se trouve. Sous forme gazeuse ENH3). il entrera par diffusion. Sous forme

ionique NH4), il pourra emprunter les canaux potassiques pour traverser la

membrane plasmique.

3X2. Production d’ammoniaque

3.2.1. Production d’ammoniaque par le cerveau

L’ammoniaque est un produit généré par au moins 16 réactions enzymatiques

impliquées dans le métabolisme cérébral normal. Les trois principales responsables

de la majorité de la production d’ammoniaque par le cerveau sont (1) la

glutaminase, (2) la glutamate déshydrogénase et (3) le cycle des nucléotides

puriniques dans lequel la glutamine, le glutamate et l’aspartate vont être la source

d’une production d’ammoniaque (Cooper et Plum., 1987).

(1) La glutaminase est aussi appelée glutaminase activée par le phosphate

(PAG) ou glutaminase phosphodépendante pour la distinguer de la glutarninase

activée par le maléate qui se trouve dans les reins. L’activité glutaminase se retrouve

dans tout le cerveau et elle est particulièrement abondante dans la fraction

synaptosornale. Elle catalyse la conversion de la glutarnine en glutamate plus

ammoniaque.

(2) La glutamate déshydrogénase est une enzyme de la mitochondrie qui

catalyse la désamination oxydative réversible du glutamate qui conduit à la
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production d’Œ-cétoglutarate et d’ammoniaque (voir paragraphe 5.3.2 du chapitre 1).

Il a été montré que le glutamate peut être la source de 35 à 50% de l’ammoniaque

produit par des coupes de cerveau in vitro (Takagaki et cou., 1957; Weil-Malherbe et

Gordon., 1971). La réaction de la glutamate déshydrogénase est

thermodynarniquement fortement en faveur de la formation de glutamate mais est

facilement réversible et donc le flux net d’ammoniaque dépend de l’état métabolique

de la mitochondrie (Cooper et Plum., 1987).

(3) Le cycle des nucléotides puriniques serait responsable d’une synthèse

d’ammoniaque dans le cerveau mais aussi dans les muscles squelettiques ainsi que

dans d’autres tissus. Le bilan de ce cycle est que l’aspartate est transformé en

furnarate plus de l’ammoniaque à l’aide de l’hydrolyse d’une molécule de GTP

(Cooper et Plum., 1987).

3.2.2. Production d’ammoniaque par le système gastro

intestinal

Chez une personne saine, l’ammoniaque est généré en grande quantité dans

les intestins. Les intestins ont une forte activité glutaminase qui est localisée

principalement dans les entérocytes. Des études post-prandiales, chez des chiens

sains, ont estimé que la consommationlmétabolisrne de la glutamine représentait 50%

de la quantité totale d’ammoniaque produite par les viscères drainés par la veine porte

(Weber, Jr. et Veach., 1979). Les 50% restants sont produits par le colon, et dérivent

en majeure partie de la capture, à partir du sang artériel, de l’urée qui est utilisée par

l’uréase contenue dans la flore bactérienne. Aussi, Helicobacter Pylori qui est la

bactérie responsable des ulcères d’estomac, possède une très forte activité uréase et
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des amidases aliphatiques qui sont capables de produire de grandes quantités

d’ammoniaque (Bury-Mone et cou., 2003). Cette bactérie est donc un facteur de

précipitation potentiel de l’EH.

3.2.3. Production d’ammoniaque par les reins

Le rein exprime la glutaminase et est capable de produire de l’ammoniaque.

Dans des conditions physiologiques normales, les reins produisent de l’ammoniaque

dont 70% est libéré dans la veine rénale et le reste est excrété dans l’urine.

3.2.4. Production d’ammoniaque par le muscle

Comme il a été mentionné dans le paragraphe 3.2.1 de ce chapitre, les muscles

squelettiques produisent de l’ammoniaque via le cycle des nucléotides puriniques.

Cette production est particulièrement importante pendant et à la suite d’exercices

vigoureux (Babij et coIl., 1983; Terjung et coll., 1985).

3X3. Élimination de l’ammoniaque

L’ammoniaque est toxique lorsqu’il est présent à fortes concentrations, et

dans les conditions physiologiques normales, il est rapidement détoxiqué et les

concentrations artérielles sont maintenues à des niveaux faibles (50-100 tM). Cette

détoxication a lieu principalement au niveau du foie, mais le cerveau et les muscles

squelettiques sont aussi capables d’éliminer l’ammoniaque. Contrairement au cerveau

et aux muscles squelettiques qui ne possèdent que la synthèse de glutamine pour

éliminer l’ammoniaque, le foie s’appuie à la fois sur la synthèse d’urée et sur la

synthèse de la glutamine pour détoxiquer l’ammoniaque. Le foie est le seul organe

possédant un cycle de l’urée fonctionnel.
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3.3.1. Élimination de l’ammoniaque par le foie

La détoxication de l’ammoniaque par le foie est très compartimentée.

L’ammoniaque est éliminé au niveau de deux sites distincts mais métaboliquernent

apparentés. L’urée est synthétisée à partir de l’ammoniaque grâce au cycle de l’urée

qui est localisé dans les hépatocytes périportaux, tandis que les hépatocytes

périveineux sont équipés pour transformer l’ammoniaque en glutarnine via l’action de

la glutarnine synthétase (GS). La synthèse d’urée a une faible affinité pour

l’ammoniaque mais possède une grande capacité tandis que la synthèse de glutamine

possède une haute affinité mais une faible capacité à éliminer l’ammoniaque

(Haussinger., 1986). La synthèse d’urée représente approximativement 70% de

l’élimination hépatique d’ammoniaque tandis que les 30% restants sont représentés

par la synthèse de glutamine. La GS contenue dans les hépatocytes périveineux sert à

détoxiquer l’ammoniaque qui n’a pas été utilisé par le cycle de l’urée.

3.3.2. Élimination de l’ammoniaque par les muscles

squelettiques

Contrairement au foie, les muscles squelettiques ne possèdent pas un cycle de

l’urée fonctionnel et s’appuient uniquement sur la synthèse de glutamine pour

éliminer l’excès d’ammoniaque plasmatique. L’activité de la GS dans le muscle est

faible et donc c’est surtout la masse totale de muscles qui en fait un des organes

majeurs d’élimination de l’ammoniaque artériel. Néanmoins, les différences artério

veineuses d’ammoniaque au travers des muscles sont faibles ce qui suggère que le

muscle doit produire et consommer de l’ammoniaque en continu (Olde Darnink et

coll., 2002a). Il a été avancé que, dans des conditions physiologiques normales, la
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moitié de l’ammoniaque artériel est métabolisée par les muscles squelettiques

(Lockwood et coli., 1979).

La GS musculaire est une protéine inductible. Une étude a révélé que

l’expression et l’activité de la GS étaient augmentées lors d’une insuffisance

hépatique chronique induite par une anastomose portocave (Desjardins et cou.. 1999).

3.3.3. Élimination de l’ammoniaque par le cerveau

Le cerveau, tout comme le muscle, est incapable de convertir l’ammoniaque

en urée et s’appuie presque exclusivement sur la synthèse de glutamine pour le

détoxiquer. Comme nous l’avons vu précédemment, le cerveau possède à la fois

l’enzyme produisant de l’ammoniaque (la glutaminase) et l’enzyme le consommant.

Cependant la localisation cellulaire de ces enzymes est différente. La synthèse de

glutarnine a lieu dans les astrocytes (Norenberg et Martinez-Hernandez., 1979) tandis

que la production d’ammoniaque à partir de la glutamine a lieu surtout. voire même

exclusivement, dans les neurones (Aoki et coll., 1991; Kvamme et coll., 2001).

Puisque la production d’ammoniaque à partir de la glutarnine a Lieu dans les neurones

et que l’élimination de l’ammoniaque a lieu dans les astrocytes, il y a donc une

circulation intercellulaire d’ammoniaque entre ces deux types cellulaires qui va

donner naissance au cycle glutamate-glutamine dans le cerveau (voir paragraphe

4.2.1 du chapitre 1).

Les taux d’ammoniaque dans le cerveau sont maintenus à un niveau

relativement bas (40-50 tM) (Butterworth., 199$b). Il a été montré que dans les

conditions normales la GS cérébrale opère quasiment à sa capacité maximale (Cooper

etPlum., 1987).
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3.3.4. Élimination de l’ammoniaque par le colon

Le colon contrairement au cerveau, rein et muscle, ne s’appuie pas sur la

synthèse de glutamine pour éliminer l’ammoniaque. Il est l’un des principaux site de

production d’ammoniaque dans des conditions normales. Néanmoins, le colon peut

devenir un site d’élimination de l’ammoniaque lors d’une hyperammoniémie à la

suite de l’administration du lactulose.

Le lactulose est un glucide qui n’est pas digérable par les enzymes des

mammifères et qui va influencer la composition et l’activité métabolique de la flore

intestinale (Zentek et coll., 2002). Le lactulose acidifie le pH intestinal ce qui réduit

l’absorption de l’ammoniaque au niveau des entérocytes et aura pour conséquence de

réduire la prodtiction d’ammoniaque par le colon. Aussi, son métabolisme par la flore

intestinale augmente l’incorporation bactérienne d’azote en plus d’augmenter la

masse bactérienne (Weber, Jr., 1997); ce qui de part ses propriétés cathartiques, va

conduire à une augmentation de la concentration et l’excrétion d’ammoniaque dans

les matières fécales (Bird et coll., 1990; Zentek et coll., 2002).

On utilise le lactulose comment traitement thérapeutique dans le but de

prévenir l’apparition de l’encéphalopathie lors d’une insuffisance hépatique

chronique.

3.4. L’ammoniaque et l’insuffisance hépatique aiguê

Les maladies hépatiques et l’insuffisance hépatocellulaire qui en résulte

induisent des perturbations sévères de l’homéostasie de l’azote. Dans le cas d’une

IHA, on observe une diminution de la capacité de synthèse de l’urée et de la

glutamine par le foie qtti va conduire à une diminution de l’élimination de
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l’ammoniaque (Dejong et col!., 1996). Cette baisse de la détoxication va induire une

élévation des taux d’ammoniaque plasmatique qui vont atteindre 100 à 450 jiM lors

d’une IRA chez l’humain (Clemmesen et cou., 1999). Il semblerait que lors d’une

insuffisance hépatique, la réduction de la capacité de détoxication de l’ammoniaque

plutôt qu’une augmentation de la production d’ammoniaque par les intestins, serait la

cause principale de l’hyperammoniérnie observée (Olde Damink et col!., 2002a).

Le NH3 traverse plus facilement les membranes cellulaires que le NH4

L’infusion d’une solution directement dans la carotide de rats normaux a suggéré que

l’ammoniaque plasmatique entre dans le cerveau majoritairement par diffusion plutôt

que par un système de transport saturable (Cooper et col!., 1979). Dans la même

étude, les auteurs ont démontré que l’indice de capture d’ammoniaque par le cerveau

est indépendant des taux d’ammoniaque artériels sur un large éventail de

concentrations chez les animaux normaux (Cooper et cou., 1979).

De plus, dans des conditions physiologiques normales, 9$ à 99% de

l’ammoniaque présent dans le sang est sous la forme ionique NH4 (Bromberg et

col!., 1960). Donc bien que les ions NH4 aient une perméabilité au travers de la BRE

de 0.5% de celle du NH3, leur concentration plasmatique nettement supérieure à celle

du NH3 (50 fois) (Raichie et Larson., 1981) a conduit à l’estimation que jusqu’à 25%

de l’ammoniaque pouvait entrer dans le cerveau sous forme de NH4 à des valeurs de

pH physiologiques (Cooper et Plum., 1987).

En résumé on peut donc dire que l’ammoniaque pénètre la BHE facilement

par diffusion libre (NH3) et plus difficilement par transport (NH4) La plus faible

perméabilité du NH4 implique que le transfert d’ammoniaque au travers de la

barrière hérnato-encéphalique va être dépendant du pH artériel et qu’une alcalose va
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exacerber la toxicité de l’ammoniaque (Warren et Nathan., 195$) puisque des valeurs

de pH sanguin plus élevées vont favoriser la formation de NH3 qui diffuse facilement

au travers de la BHE. Puisque le passage de l’ammoniaque au travers de la BHE est

dépendant du pH, le gradient de pH entre le sang et le cerveau peut affecter les

concentrations cérébrales d’ammoniaque. Dans des conditions normales, le pH du

sang et le pH intracellulaire du cerveau sont respectivement de 7,4 et 7,1 ce qui prédit

une proportion d’ammoniaque cerveau/sang de 2 (Cooper et Plum., 1987). Mais

comme nous l’avons vu dans les paragraphes précédents, ce rapport est augmenté lors

d’une insuffisance hépatique chronique ou aigu.

Lors d’une hyperammoniémie, les différents organes impliqués dans le

métabolisme de l’ammoniaque réagissent de plusieurs façons.

Les reins qui normalement libèrent 70% de l’ammoniaque dans le sang.

excrètent 70% de l’ammoniaque produit dans l’urine lors d’une IHA (Dejong et coll.,

1996).

Dans un modèle animal, il a été démontré qu’une insuffisance hépatique

causée par une occlusion de la veine porte en deux étapes (conduisant à une élévation

de 3 fois des niveaux d’ammoniaque plasmatique) avait pour effet d’augmenter (8

fois) l’activité de la GS dans le muscle (Hod et coll., 1982). Cette induction de

l’activité de la GS était accompagnée par une augmentation de la concentration de

glutamine dans le sang.

Contrairement au muscle, le cerveau n’est pas capable d’induire la GS dans

des conditions hyperammoniémiques et donc l’activité de la GS n’augmente pas en

réponse à l’augmentation des taux d’ammoniaque (Cooper et coll., 1985). De fait une

inhibition de son activité a été rapportée dans certaines régions du cerveau (le cortex
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cérébral et le cervelet) de rats ayant une anastomose portocave (Desjardins et coli.,

1999) et dans le cerveau de patients cirrhotiques mort en coma hépatique (Lavoie et

coll., 1987). La GS cérébrale ne serait donc pas capable de s’adapter aux élévations

des taux d’ammoniaque dans le cerveau qui deviendront potentiellement

neurotoxiques lors d’une IRA.

4. EFFETS DE L’AMMONIAQUE SUR LA FONCTION

CÉRÉBRALE

On sait que lorsque la fonction hépatique se détériore, les taux d’ammoniaque

plasmatique et cérébral augmentent et qu’une encéphalopathie hépatique apparaît.

L’ infusion d’ammoniaque conduisant à des niveaux d’ ammoniaque plasmatique

comparables à ceux observés chez des patients en coma hépatique induit un syndrome

clinique et des changements neuropathologiques qui sont indiscernables de l’ER.

L’ ammoniaque perturbe la neurotransmission et la fonction astrocytaire.

4.1. Altérations de la neurotransmission (électrophysiologie)

Les ions ammonium affectent à la fois la transmission synaptique excitatrice

et inhibitrice dans le cerveau des mammifères par des mécanismes variés ($zerb et

Butterworth., 1 992).

Une dépression de la transmission synaptique excitatrice par le NR4 a été

décrite aussi bien in vivo (Theoret et Bossu., 1985; Raabe., 1990) qu’in vitro, en

réalisant des enregistrements électrophysiologiques extracellulaires (Theoret et coil.,

1985; Fan et colI., 1990) et intracellulaires (Alger et NicolI., 1983). La perfusion in

vivo du ventricule latéral avec de l’ammonium conduit à une inhibition de la
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d’ammonium conduisent à une suppression du réflexe excitateur monosynaptique de

la moelle épinière (Raabe., 1990). Trois mécanismes (deux présynaptiques et un

postsynaptique) ont été proposés pour expliquer cette dépression de la transmission

excitatrice par les ions ammonium. Au niveau présynaptique, l’ammonium réduit la

libération du transmetteur (glutamate) en inhibant sa synthèse à partir de la glutamine

dans la terminaison nerveuse (Hamberger et cou., 1982) ou en bloquant la conduction

du potentiel d’action dans la terminaison présynaptique (Hamberger et coil., 1982).

Au niveau postsynaptique, les ions ammonium peuvent réduire l’efficacité de la

libération de glutamate par un effet direct sur les récepteurs au glutamate (Fan et

coli., 1990). Il faut aussi ajouter un effet inhibiteur de l’ammoniaque sur la capture du

glutamate par les astrocytes (qui devrait potentialiser plutôt qu’inhiber la transmission

glutarnatergique). L’effet de l’ammoniaque sur la neurotransmission glutarnatergique

sera détaillé dans le paragraphe suivant.

Les ions ammonium, en plus d’induire une dépression de la transmission

excitatrice, sont aussi capables de déprimer la transmission inhibitrice. L’ammonium

déprime l’hyperpolarisation postsynaptique (Lux., 1971; Raabe et Lin., 1983) dans

plusieurs préparations neurales, incluant les motoneurones de la moelle épinière, les

motoneurones trochléaires et les neurones de la voie pyramidale du néocortex. Au

cours de ces expériences in vivo, il a été démontré que les ions ammoniums étaient

capables de réduire ou d’abolir l’hyperpolarisation membranaire en inactivant

l’extrusion des ions chlore (Raabe., 1987).
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4.2. Effets de l’ammoniaque sur le système glutamatergique

4.2.1. Physiologie du système glutamatergique

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur majeur dans le cerveau des

mammifères. Au cours des 20 dernières années, de nombreuses évidences ont été

accumulées et rapportent que des altérations de la neurotransmission glutamatergique

sont impliquées dans différents troubles neurologiques incluant l’épilepsie, la maladie

d’Alzheimer, et la sclérose latérale amyotrophique, mais aussi l’ischémie induite par

un infarctus. Les voies glutamatergiques sont impliquées dans l’apprentissage et la

mémoire. Ces dernières années, les résultats de plusieurs études ont suggéré que des

altérations de ce système seraient impliquées dans la pathogenèse de

l’encéphalopathie hépatique.

Le glutamate est contenu dans au moins 4 compartiments distincts dans le

cerveau. On le trouve dans les terminaisons nerveuses glutamatergiques, dans les

terminaisons GABAergiques (où le glutamate sert de précurseur), dans un pooi

astrocytaire où il est associé avec le métabolisme de l’ammoniaque (synthèse de

glutamine) et enfin on le retrouve dans un pool métabolique multicellulaire associé

avec le métabolisme énergétique. Un schéma simplifié du système de

neurotransmission glutamatergique est présenté dans la figure 1.
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4.2. 1. 1. Synthèse dit glutamate

Dans les terminaisons nerveuses glutamatergiques, le glutamate est synthétisé

à partir de deux sources: à partir du glucose via le cycle de Krebs et à partir de la

glutamine provenant des cellules gliales qui sera convertie en glutamate sous l’action

de la glutaminase. Dans les neurones glutarnatergiques, le glutamate est stocké dans

des vésicules synaptiques et il est libéré, lors d’une dépolarisation, par exocytose

dépendante des ions calcium. Une fois dans la clef synaptique le glutamate va activer

des récepteurs sur la membrane postsynaptique et sur la membrane des astrocytes

entourant la synapse.

Figure f : Schéma simplifié représentatif de la neurotransmission glutamatergique
dans le cerveau.
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4.2.1.2. Récepteurs du gÏutcunate

Il existe deux classes majeures de récepteurs au glutamate dans le système

nerveux central des mammifères. On distingue les récepteurs-canaux ionotropiques et

les récepteurs métabotropiques.

, . . . . ,. -I- +
L activation des recepteurs ionotropiques conduit a une entree d ions Na , K

2+ .et Ca dans la cellule. Il existe deux sous-types de recepteurs lonotropiques qui sont

classifiés selon leurs propriétés pharmacologiques. Le premier sous-type est appelé

récepteur NMDA car il a pour agoniste spécifique le N-rnéthyl-D-aspartate (NMDA),

l’autre sous-type a pour agonistes l’acide Œ-amino-3-hydroxy-5-méthylisoxazole-4-

propionique (AMPA) et le kainate et est donc appelé le sous type AMPA-Kainate (ou

non-NMDA). Ces récepteurs ont des compositions moléculaires distinctes (sous

unités) ainsi que des localisations cellulaires et régionales différentes dans le système

nerveux central (Monaghan et coll., 1989).

L’autre classe de récepteurs glutamatergiques est représentée par les

récepteurs métabotropiques. Ce ne sont pas des canaux ioniques, mais ils vont

moduler, par l’intermédiaire de protéines G, la fonction de certaines enzymes et de

certains canaux ioniques tels que les phospholipases C et D et l’adénylate cyclase. Le

profil d’expression des différents types de récepteurs au glutamate est spécifique à

chaque type cellulaire.

Au niveau post-synaptique, on retrouve sur les membranes neuronales les

récepteurs NMDA, AMPA/Kainate et métabotropiques, tandis qu’au niveau des

astrocytes on retrouve uniquement les récepteurs de type AMPA/kainate et

métabotropiques. Cependant, des évidences récentes suggèrent que les astrocytes
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possèderaient aussi des récepteurs NMDA sur leur membrane plasmique dans le

cortex cérébral humain (Conti et cou., 1999) et dans le cortex du rat adulte (Conti et

cou., 1996). L’activation des récepteurs post-synaptiques par le glutamate va

2+ + .

conduire a une entree d ions Ca et Na qui va depolanser la cellule post-synaptique.

4.2.1.3. Transporteurs du glutamate

Pour mettre fin au signal, le glutamate est éliminé de la clef synaptique par

une famille de transporteurs à haute affinité qui sont localisés principalement sur les

astrocytes. Le transport du glutamate est actif et s’appuie sur le gradient de Na pour

permettre au glutamate d’entrer dans la cellule. Ce gradient est maintenu par

l’activité, dépendante de l’ATP, des pompes Na17K. La capture du glutamate dans le

système nerveux central a été revue en détail par Danbolt (2001). Sur les astrocytes

on distingue deux types de transporteur: EAAT- 1 (aussi appelé GLAST) et EAAT-2

(GLT-1). Sur les neurones on retrouve le transporteur EAAT-3 (EAAC-1). Le

transport du glutamate est très efficace et les concentrations de glutamate

extracellulaire sont maintenues à des niveaux faibles (3-4 .tM) (Danbolt., 2001) afin

de prévenir des dommages excitotoxiques et aussi afin de recycler le

neurotransmetteur. En effet, une fois dans l’astrocyte, la GS va catalyser la

transformation du glutamate en glutarnine. La glutamine ainsi formée va alors être

libérée dans l’espace extracellulaire à partir duquel elle sera transportée dans le

neurone présynaptique où elle servira de précurseur pour la synthèse de glutamate qui

est impliqué dans la neurotransmission. Cet échange de glutamate et de glutamine

entre les neurones et les astrocytes est appelé le cycle glutamate-glutamine.
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4.2.2. Effet de l’ammoniaque

4.2.2.]. Effets de l’ammoniaque sur les niveaux de glutamate

intracellulaire

L’hyperammoniémie aigu associée à une IRA conduit à une réduction des

niveaux cérébraux de glutamate (Tyce et cou., 198L Mans et cou., 1994). Une

réduction de la quantité de glutamate dans les terminaisons nerveuses pourrait

perturber la neurotransmission excitatrice ou l’inhibitrice tandis qu’une réduction des

niveaux de glutamate dans le pool astrocytaire pourrait conduire à une diminution de

la capacité à détoxiquer l’ammoniaque du fait d’un manque de substrat. Il existe

plusieurs évidences suggérant que l’hyperamrnoniémie conduit à une limitation de la

capacité du cerveau à éliminei- l’ammoniaque provenant du sang (Ukida et coil.,

198$) et conduit aussi à une diminution de l’incorporation du glucose en glutamate et

en GABA (Prior et Visek., 1972). La réduction des niveaux de glutamate cérébral est

proportioimelle à la détérioration du stattit neurologique des animaux ayant une IRA

induite par une dévascularisation hépatique (Swain et coll., 1992b). Les

concentrations de glutamate intracellulaire sont aussi réduites dans le cerveau de

patients morts à la suite d’une IRA (Record et coll., 1976). Cependant, la baisse des

concentrations intracellulaires de glutamate n’indique pas forcément un déficit de la

neurotransmission glutamatergique puisque son métabolisme dans le cerveau est très

compartimenté. Des évidences ont montré qu’il y avait des perturbations de la

circulation du glutamate entre les neurones et les astrocytes lors d’une IHA.
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4.2.2.2. Effets de Ï ‘ammoniaque sur les niveaux de gÏtttamate

extraceÏÏttÏaire

L’hypothèse d’une perturbation de la circulation du glutamate entre les

neurones et les astrocytes est supportée par les résultats de plusieurs études réalisées

dans des modèles expérimentaux d’IRA qui ont rapporté des augmentations des

niveaux de glutamate extracellulaire en fonction de la dégradation du statut

neurologique des animaux (Bosman et coll., 1992; de Knegt et coll., 1994b; Michalak

et coll., 1996). Bosman et al., en 1992, ont mis en évidence, chez des rats ayant une

IHA, une baisse des concentrations totales de glutamate dans le cortex et une hausse

concomitante des taux de glutamate extracellulaire de quasiment 500% par rapport au

contrôle, ce qui leur a permis de conclure que la diminution de la synthèse de

glutamate n’avait pas pour conséquence de diminuer la neurotransmission

glutamatergique (Bosman et coll., 1992). L’étude menée par Michalak et al. (1996) a

démontré que les taux de glutamate extracellulaire étaient 2 à 3 fois plus élevés chez

les animaux ayant une IRA par rapport aux animaux contrôles. Deux études très

récentes conduites chez l’humain par microdialyse ont rapporté que les taux de

glutamate extracellulaire étaient 5 fois plus élevés que la normale, chez les patients

ayant une IRA (Tofieng et col!., 2002; Tofieng et Larsen., 2002). Une diminution de

la synthèse de glutamate ne conduit donc pas à une diminution de la

neurotransmission glutamatergique lors d’une IHA. L’origine des élévations des

niveaux de glutamate extracellulaire a été attribuée à une baisse de sa capture par les

astrocytes mais aussi à une augmentation de sa libération par les terminaisons

nerveuses.
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Des études in vitro et in vivo suggèrent que l’exposition à l’ammoniaque

altère l’expression et l’activité des transporteurs du glutamate (Butterworth., 2002).

La perfusion de tranches d’hippocampe de rat avec des concentrations millimolaires

d’ammoniaque réduit leur capacité à capter le D-aspartate (un analogue non

métabolisable du glutamate) (Schmidt et coli., 1990). L’exposition à l’ammoniaque

de cultures d’astrocytes corticaux de rat induit une diminution significative de

l’expression de 1’ARNrn et de la protéine EAAT-1. Cette perte de l’expression de

EAAT-1, induite par l’ammoniaque, s’accompagne d’une réduction de la capacité de

ces cellules à transporter le D-aspartate (Chan et Butterworth., 1999; Chan et coli.,

2000). De pltis, l’expression de l’ARNm et de la protéine de l’autre transporteur

astrocytaire du glutamate, EAAT-2, est réduite dans le cortex frontal de rats ayant

une IRA induite par une dévascularisation hépatique (Knecht et coll., 1997) et dans le

cerveau dc souris ayant une IRA induite par la thioacétamide (Norenberg et coIl.,

1997). Une fois encore. la perte de l’expression de ce transporteur dans le cerveau de

rats ayant une IRA s’accompagne d’une perte significative de la capacité de capture à

haute affinité du D-aspartate par des préparations cérébrales obtenues à partir de ces

animaux (Butterworth., 2002). De plus, il a été démontré dans le même modèle

animal que la perte de l’expression de EAAT-2 dans le cortex frontal s’accompagne

d’une augmentation des niveaux de glutamate extracellulaire dans le cerveau de ces

animaux (Michalak et coll., 1996).

Aussi, de Knegt et al. (l994b) ont rapporté que la libération de glutamate

induite par le potassium ou la vératridine était augmentée lors d’une IRA. Cette

augmentation de la libération de glutamate par les terminaisons nerveuses
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participerait donc à l’élévation des taux de glutamate extracellulaire observée lors

d’une IRA.

4.2.2.3. Effets de 7 ‘ammoniaque sur tes récepteurs ait glittamate

Une perte sélective des sites de liaison au AMPA et Kainate a été rapportée

dans un modèle d’IRA induite par une dévascularisation hépatique (Michalak et

Butterworth., 1997), sans changement mesurable des niveaux d’expression des

récepteurs NMDA (de Knegt et coll., 1993; Michalak et coll., 1996). Cette perte du

nombre de sites de liaison pourrait représenter une “downregulation” des récepteurs

AMPA-Kainate à la suite dune surexposition au glutamate.

La combinaison d’une densité de récepteurs au NMDA inchangée et d’une

élévation des taux de glutamate extracellulaire dans le même animal lors d’une IRA

(Michalak et coli., 1996) suggère qu’il y aurait une augmentation de la

neurotransmission glutamatergique reliée au NMDA dans ce modèle animal. En

faveur d’une augmentation de la neurotransmission glutarnatergique lors d’une

hyperammoniémie, on trouve les résultats de deux études qui ont rapporté que la

mortalité due à la toxicité de l’ammoniaque chez des animaux normaux pouvait être

prévenue par l’administration d’antagonistes spécifiques des récepteurs NMDA

(Marcaida et coll., 1992; Hermenegildo et cou., 1996). L’implication de l’activation

des récepteurs NMDA dans la pathogenèse de l’EH lors d’une IHA est renforcée par

l’observation, dans deux modèles animaux d’IRA, d’une amélioration du statut

neurologique après l’administration de la mémantine (un antagoniste non-compétitif

des récepteurs NMDA) (Vogels et coll., 1997).
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4.3. Effets de l’ammoniaque sur la neurotransmission

GA BAergique

L’acide y-arninobutyrique (GABA) est le neurotransmetteur inhibiteur majeur

dans le cerveau (Basile et coll., 1991). On le retrouve dans la circulation sanguine

mais il ne traverse pas la BHE. Le système GABAergique a été largement étudié dans

les syndromes hyperammoniémiques.

4.3.1. Physïologie du système GABAergique

Les neurones GABAergiques synthétisent le GABA à partir du glutamate

(voir paragraphe 5.3.4 de ce chapitre). Après dépolarisation, le GABA est libéré par

exocytose et va agir sur différents récepteurs.

Il existe deux types de récepteurs au GABA distingués par leurs propriétés

moléculaires et par leurs systèmes effecteurs. Les récepteurs GABAA sont des

récepteurs ionotropiques dont le canal ionique est une structure pentarnérique

composée de différentes combinaisons de sous-unités (Rudolph et coli., 2001).

L’activation de ces récepteurs conduit à une entrée d’ions chlore dans la cellule qui

va provoquer une hyperpolarisation de la cellule. On distingue sur le récepteur au

GABAA, 2 sites de liaison au GABA mais on distingue aussi des sites de liaisons à

des molécules qui vont moduler l’activation du récepteur, comme les

benzodiazépines, l’éthanol et les neurostéroïdes (Schumacher et McEwen., 1929).

L’autre type de récepteurs au GABA, est un récepteur couplé à une protéine G qui est

appelé GABAB. Leur stimulation modifie l’activité de l’adénylate cyclase, diminue la

conductance au calcium et augmente la conductance au potassium dans les neurones

(Enna., 2001).
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La neurotransmission GABAergique est terminée par un système spécifique

de transport. On distingue 4 types de transporteurs au GABA, GAT1 est

majoritairement situé sur les cellules neuronales et GAT2, GAT3 et GAT4 sont situés

quasi préférentiellement sur les cellules non-neuronales (Schousboe et coil., 2004).

4.3.2. Effets de l’ammoniaque

Le système GABAergique a été étudié de façon extensive dans les syndromes

hyperammoniérniques et les résultats de ces études sont souvent contradictoires.

Il a été démontré que l’ammoniaque pouvait augmenter la neurotransmission

GABAergique en exerçant une interaction directe avec le récepteur. En effet, l’ajout

d’ammoniaque (0.2 — 0.5 mM) à des cultures cellulaires de neurones provoque une

augmentation du courant chlore induit par le GABA, dépendante de la concentration

d’ammoniaque utilisée (Takahashi et coll., 1993) et qui est probablement le résultat

d’une augmentation, causée par l’ammoniaque, de l’affinité du récepteur GABA pour

le GABA. Aussi, l’exposition de préparations cérébrales de rat à l’ammoniaque

entraîne une modification de la capacité des benzodiazépines à potentialiser la liaison

du 3H-Muscimol (agoniste GABAA) sur son récepteur ce qui suggère que

l’ammoniaque a aussi un effet sur le couplage entre le site au GABA et le site aux

benzodiazépines sur le récepteur GABAA (Basile., 2002). L’ammoniaque exerce

aussi des effets sur le transport du GABA dans les astrocytes. Des études in vitro ont

rapporté que l’exposition aigu à l’ammoniaque de cultures d’astrocytes conduisait à

une diminution de 30% de la capture du GABA (Bender et Norenberg., 2000).

Cependant ces effets n’ont jamais été démontrés in vivo.
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Une implication du GABA dans l’étiologie de l’IHA a été suggérée par

Schafer et Joues (1982) qui ont émis la théorie du GABA dans l’EH, dans laquelle ils

affirmaient que le GABA provenant des intestins accédait au cerveau et était

responsable d’une augmentation de la neuroinhibition. Cette théorie s’appuyait sur les

résultats d’études menées dans des modèles d’IRA induite par la galactosarnine dans

lesquels des élévations des niveaux cérébraux de GABA et des altérations des

enzymes et des récepteurs liés au métabolisme du GABA avaient été rapportées

(Baraldi et cou., 1984). Néanmoins, des études plus récentes n’ont pu mettre en

évidence des élévations des niveaux de GABA intracellulaire ou extracellulaire dans

le cerveau de différents modèles d’insuffisance hépatique (Zimmerrnann et coil.,

1989; Swain et coll., 1992b; Michalak et coll., 1996).

Une absence d’élévation des niveaux de GABA dans le cerveau n’indique pas

forcément que la neurotransmission GABAergique soit inchangée. En effet, certaines

molécules sont capables de moduler positivement l’activité du GABA et pourraient

potentialiser l’effet du GABA lors d’tine IHA. De fait, il existe plusieurs évidences

suggérant que les concentrations de telles substances, comme les benzodiazépines et

les neurostéroïdes poulTaient être augmentées dans le cerveau et qu’elles pounaient

contribuer ainsi à l’inhibition caractéristique qui est observée lors d’une EH induite

par une IRA (Basile., 2002). 11 a été démontré que l’IHA se traduit par une

augmentation de l’expression et de la densité des récepteurs aux benzodiazépines de

type périphérique (PTBR) qui aura pour conséquence de stimuler la synthèse de

neurostéroïdes tels que l’alloprégnénolone qui potentialise l’effet des récepteurs

GABAA (Desjardins et Butterworth., 2002). D’autres études ont aussi montré une

augmentation des niveaux de substances ayant une activité identique à celles des
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benzodiazépines à la fois lors d’une IRA humaine (Basile et cou., 1994) et

expérimentale (Olasmaa et col!., 1990). Un rôle des benzodiazépines «naturelles »

est aussi supporté par l’observation d’un effet bénéfique de l’administration de

différents antagonistes des benzodiazépines à des rats ayant une IRA (Baraldi et cou.,

1984).

En conclusion, on peut dire que l’IHA et l’hyperammoniémie qui en découle

ont des effets sur la neurotransmission et la fonction astrocytaire à différents niveaux.

En pius de ces effets, l’hyperammoniérnie affecte aussi le métabolisme cérébral du

glucose et le débit sanguin cérébral.

5. MÉTABOLISME DU GLUCOSE DANS LE CERVEAU

Le glucose est l’unique substrat plasmatique utilisé par le cerveau normal

adulte qui puisse supporter ses demandes métaboliques. La capacité du glucose à

maintenir le métabolisme énergétique cérébral est due en partie à la combinaison

entre une concentration plasmatique de glucose relativement élevée (- 12 mM chez

les rongeurs non à jeun) et à la présence de puissants transporteurs permettant à ce

dernier de traverser la barrière hémato-encéphalique (BHE) et les membranes des

différentes cellules cérébrales. Ces transporteurs maintiennent des niveaux de glucose

dans le cerveau d’environ 2-3 imol/g de poids humide chez le rat (Pfeuffer et coli.,

2000). Environ 40% du glucose cérébral est utilisé pour maintenir l’homéostasie

ionique (Kawarnata et col!., 1995).

Au niveau du cerveau, le glucose est généralement complètement oxydé mais

il peut aussi être utilisé pour synthétiser du lactate et des acides aminés. L’oxydation
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complète du glucose se fait en plusieurs étapes. La première est extra-mitochondriale

et conduit à la production de 2 molécules de pyruvate, c’est la glycolyse. Le pyruvate

ainsi formé peut avoir plusieurs destinées métaboliques selon l’état d’oxygénation et

l’activité synthétique de la cellule.

Dans des conditions normales d’oxygénation, le pyruvate entre dans la

mitochondrie pour être complètement oxydé en C02 et H20. C’est le cycle de Krebs.

Dans des conditions où le cycle de Krebs est inhibé (par exemple lors d’une

anoxie) ou que l’activité de la glycolyse est supérieure à celle du cycle de Krebs, le

pyruvate est alors transformé en lactate plus du NAD par la lactate déshydrogénase.

Dans des conditions normales, le pyruvate peut aussi être utilisé pour

synthétiser des acides aminés directement ou à partir d’intermédiaires du cycle de

Krebs.

5.1. La glycolyse

La glycolyse est composée d’une série de réactions conduisant à la formation

du pyruvate qui impliquent $ enzymes. Parmi ces enzymes, la phosphofructokinase

est l’enzyme qui catalyse la transformation du fructose-6-P en fructose-1 ,6-BisP. C’est

l’enzyme lirnitante de la réaction et donc son activité propre va déterminer l’activité

totale de la glycolyse (Lowry et coll., 1964).

5.2. Cycle de Krebs

Le pyruvate peut entrer dans le cycle de Krebs selon deux voies qui au niveau

du cerveau sont spécifiques à certains types cellulaires (Figure 2, paragraphe 5.5

chapitre 1).
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Au niveau des astrocytes et des neurones, le pyruvate est d’abord transformé

en acétyl-coenzyme A (CoA) par la pyruvate déshydrogénase (PDH). L’acétyl-CoA

va ensuite entrer dans le cycle de Krebs et va être combiné à l’oxaloacétate (OAA)

pour former de l’acide citrique. L’acide citrique va alors subir plusieurs réactions

métaboliques conduisant à la formation de C02 et d’équivalents réducteurs qui seront

utilisés dans la chaîne respiratoire pour synthétiser de I’ATP. La dernière réaction du

cycle conduit à la régénération de la molécuLe d’OAA qui avait été utilisée lors de la

première réaction. Il semblerait que la PDH soit une enzyme lirnitante de l’oxydation

du glucose.

Comme nous le verrons dans la section suivante, certains intermédiaires du

cycle de Krebs peuvent quitter ce dernier pour être utilisés dans d’autres voies

métaboliques. Dans les cas où ce phénomène se produit, il va y avoir une baisse des

quantités d’OAA et la capacité du cycle à accepter l’acétyl-CoA va donc diminuer.

Pour pallier à cette baisse d’OAA au niveau du cerveau, les astrocytes (uniquement)

possèdent la pyruvate carboxylase (PC) qui catalyse la carboxylation du pyruvate en

OAA qui va ensuite entrer dans le cycle de Krebs pour remplacer le squelette

carboné.

5.3. Synthèse d’acides aminés

Le pyruvate et certains intermédiaires du cycle de Krebs, notamment, l’Œ

cétoglutarate servent de précurseurs pour la synthèse d’acides aminés tels que

l’alanine, le glutamate, la glutamine, le GABA et le N-acétyl-aspartate (NAA).
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5.3.1. Alanine

Lalanine est synthétisée par la transamination du pyruvate qui est catalysée

par l’alanine aminotransférase (ALAT) selon la réaction suivante:

Glutamate Œ-cétoglutarate

Pyruvate Alanine

C’est une réaction réversible.

5.3.2. Glutamate

Le glutamate est synthétisé à partir d’un intermédiaire du cycle de Krebs, let

cétoglutarate, par une réaction catalysée par la glutamate déshydrogénase (GDH) qui

est, elle aussi, bidirectionnelle:

NADPH+W NADP

NH4+ Œ-cétoglutarate Glutamate

NADH+H NAD

5.3.3. Glutamine

La glutamine est synthétisée dans le cerveau au niveau des astrocytes

uniquement (Norenberg et Martinez-Hernandez., 1979), via la réaction catalysée par

la glutamine synthétase (GS) utilisant le glutamate comme substrat:

Glutamate + NH3 +ATP > Glutarnine + ADP +Pi
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5.3.4. GABA

Le GABA est synthétisé dans le cerveau par décarboxylation du glutamate.

Cette réaction est catalysée par la décarboxylase de l’acide glutamique (GAD):

Glutamate > GABA + C02

5.3.5. As partate et N-acétyl-aspartate

L’aspartate est synthétisé par transamination du glutamate avec l’oxaloacétate,

réaction catalysée par l’aspartate aminotransférase (AAT). Le N-acétyl-aspartate est

synthétisé dans les mitochondries neuronales, par le transfert d’un groupement acétyle

provenant de l’acétyl-CoA sur une molécule d’aspartate. Cette réaction est catalysée

par l’aspartate N-acétyl-transférase (Asp-NAT).

Glutamate a-cétoglutarate

Oxaloacétate Aspartate

Acétyl-CoA

As1)-NAT

NAA

5.4. Glycolyse anaérobique (synthèse du lactate).

Les neurones et les astrocytes possèdent, tous deux, une enzyme capable de

régénérer les équivalents réducteurs qui sont nécessaires à la synthèse d’ATP au
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cours de la glycolyse, à partir du pyruvate sans nécessiter d’oxygène, d’où le nom de

glycolyse anaérobique. Cette enzyme est la lactate déshydrogénase (LDH). Elle

catalyse la réaction suivante:

5.5. Bilan

Pyruvate Lactate + NAD

Un bilan du métabolisme du glucose est présenté dans la figure 2 de ce

paragraphe. Le glucose est transformé en pyruvate lors de la glycolyse et peut alors

entrer dans plusieurs voies métaboliques. Le pyruvate peut être directement utilisé

pour synthétiser du lactate ou de l’alanine.

Glucose

gij’cotyse

LDH AL1T
Lactate Pyruvate - Alanine

PC PDH
(astrocytes) 4’ (astrocytes+ueziroues)

acéty-CoA

AA T
aspartate 4 oxaloacétate

Asp-NA T

NAA

Œ-cétoghlta ra te

gutansate glutamine
GDH GS

GAD

CABA

Figure 2: Destinées principales du glucose dans le cerveau.
AAT: aspartate aminotransférase; ALAT: alanine aminotransférase; Asp-NAT:
aspartate N-acétyl-transférase; GAD: décarboxylase de l’acide glutamique; GDH:
glutamate déshydrogénase; GS: glutamine synthétase; LDH: lactate
déshydrogénase; PC: pyruvate carboxylase; PDH: pyruvate déshydrogénase; NAA:
N-acétyl-aspartate.

citrate
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Dans les neurones le pyruvate entre dans le cycle de Krebs via la voie de la

PDH uniquement. Au niveau des astrocytes, il entre dans le cycle via la voie de la

PDH et via la voie de la PC. Dans les deux types cellulaires le pyruvate peut être

complètement oxydé ou il peut aussi être transformé en Œ-cétoglutarate qui sera

utilisé pour synthétiser le glutamate puis la glutarnine ou le GABA selon le type

cellulaire (astrocytes ou neurones). Loxaloacétate sera utilisé pour synthétiser de

Paspartate (dans les astrocytes et les neurones) et du N-acétyl-aspartate (dans les

neurones uniquement).

5.6. Étude du métabolisme du glucose par la résonance

magnétique nucléaire au 1H et ‘3C

5.6.1. Principe

La spectroscopie de résonance magnétique nucléaire (RIVIN) est basée sur

plusieurs principes pour identifier et calculer les concentrations de différents

composés.

(1) La RMN s’appuie sur les propriétés magnétiques de certains noyaux. Les

noyaux des atomes composants les molécules sont en rotation (ils ont un spin) et ils

ont souvent tine charge nette. Ces propriétés font que la plupart d’entre eux vont

former des dipôles magnétiques (figure 3A). De manière générale, les noyaux qui

possèdent un nombre pair de protons ou de neutrons comme le ‘2C (possède 6 protons

et 6 neutrons) ou le 16Q (8 protons et $ neutrons) ne sont pas magnétiquernent actifs.

Ces noyaux ne sont pas détectables par la RMN. En revanche les noyaux possédant
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un nombre impair de protons ou de neutrons ont les propriétés d’un dipôle

magnétique. On trouve de tels noyaux à l’état naturel, c’est le cas du noyau de ‘H qui

est constitué de seulement 1 proton et aussi du ‘3C qui possède 6 protons et 7

neutrons. Le proton ou le neutron qui ne sera pas en pair va conférer les propriétés

magnétiques au noyau qui seront utilisées en RMN pour permettre sa détection. C’est

pour cela que l’on utilise des molécules enrichies en 13C (comme le [1-’3C]Glucose)

afin de pouvoir détecter ses métabolites par RIVIN.

Equivalent à

Aimant

B)

Ç\13

p
magnétique

Arrangement
aléatoire

C)
À.

B

I V

B1
I) B1 déplace
l’orientation de M par
rapport à B11

Figure 3: Principes de bases de la résonance magnétique nucléaire.
(A) Un dipôle nucléaire est l’équivalent d’un aimant. (B) A l’état naturel ces dipôles
ont une orientation aléatoire. Lorsqu’on les place dans un champ B0, ils vont
s’aligner avec ce dernier. Cet alignement des différents moments nucléaires génère
un moment magnétique net M. (C) Si l’on applique un champ Bi perpendiculaire à
B0, il va changer l’orientation de M. Lorsque B1 est retiré, le moment M se réaligne
avec BO et en se faisant génère un signal oscillant.

u . Equivalent

à un

moment
magnétique

M

Alignement avec
B1

M

2a) B1 est rctir, M 2b) En se réai ignant
retourne à l’équilibre sur B1, M émet tin

signal.
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Ces noyaux magnétiquement actifs peuvent être comparés à des aimants avec

un pôle nord et un pôle sud (Figure 3A). À l’état naturel, ces « aimants » sont orientés

de façon aléatoire de sorte qu’il n’en résulte aucun champ magnétique net et que donc

aucun signal de RMN ne peut être généré. Cependant, lorsque l’on place ces noyaux

dans un champ magnétique de forte intensité B0, une partie d’entre eux vont s’aligner

avec Bo. Il en découle que l’échantillon possède un moment magnétique net M

(Figure 3B).

Afin d’obtenir un signal détectable en RMN, on va appliquer un second

champ magnétique B1 (perpendiculaire a B0) pour « pousser» l’alignement avec

(Figure 3C-1). M va alors s’aligner avec B1. Lorsque B1 sera supprimé, le moment M

des noyaux se replace rapidement dans l’alignement de B0 en oscillant (Figure 3C-

2a). Cette oscillation va générer un signal à radiofréquences (Figure 3C-2b). C’est ce

signal qui va former la base de la RMN.

Donc les noyaux magnétiquement actifs oscillent pendant qu’ils se réalignent

avec B et le signal va être détecté à une fréquence caractéristique de ce noyau

(fréquence nominale). Le signal décroît avec le temps à cause d’une perte d’énergie

par les noyaux excités qui sera dissipée dans leur entourage. Cette perte d’énergie est

appelée relaxation, et elle dépend des différents matériaux et de leur entourage.

(2) La fréquence nominale de résonance d’un noyau magnétiquement actif est

affectée par son environnement électronique. En effet, les électrons bloquent

partiellement le champ magnétique et vont causer un décalage de la fréquence de

résonance d’un noyau contenu dans une molécule par rapport à la fréquence nominale

de résonance si ce dernier avait été seul. Ce décalage est appelé déplacement
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chimique ou « chemical shifi », il est exprimé en particule par millions (pprn)

relativement à la fréquence nominale de résonance. Le décalage chimique d’un noyau

magnétiquernent actif est spécifique et unique à la nature du groupement chimique

dans lequel il est contenu. En conséquence, on peut donc identifier un groupement

chimique d’une molécule et donc la molécule par le décalage chimique de la

fiéquence de résonance du noyau actif qui le compose.

De même, lorsque des molécules complexes (composées de plusieurs noyaux

actifs) vont être excitées, elles vont générer des signaux multiples à des fréquences

différentes spécifiques à tous les groupes chimiques distincts contenant des noyaux

actifs. Ces signaux sont détectés simultanément (figure 4). Une technique appelée la

transformation de Fourier permet d’obtenir un spectre de RIVll’. à partir des

fréquences.

Propionaldéliyde
I ntens tés

CHO CH2 CH3 relatives

3

2

Transformation j \ 11
de Fotirier

Fréquence

Figure 4: Principe de la transformation de Fourier et du décalage chimique.
Les différents groupements chimiques d’une molécule émettent des signaux à des
fréquences différentes. Les signaux avec une fréquence multiple peuvent être
décodés en plusieurs fréquences grâce à la transformation de Fourier.

Temps
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Par exemple pour le spectre de RMN de ‘H du propionaldéhyde (CH3-CH2-

CHO) qui possèdent trois groupements hydrogènes (contenant donc des noyaux

actifs), on obtiendra trois fréquences de résonance uniques à ce composé et dont la

taille des pics sera proportionnelle au nombre de noyau d’ ‘H contenu dans chaque

groupement chimique (Figure 4). Le décalage chimique du groupe méthyle (CH3) va

être de 1.33 ppm tandis que le décalage du groupe méthine (CH2) qui est plus proche

de l’oxygène du groupement aldéhyde (plus électrophile) va résonner à 4.11 ppm.

Une particularité des molécules contenant plusieurs noyaux magnétiquement

actifs est le couplage J. Lorsque deux ou plus, noyaux non-équivalents

magnétiquernent actifs (par exemple ‘H et ‘3C) interagissent par une liaison chimique

(comme dans le groupement CH3 par exemple), un couplage J en résulte et ce

couplage va conduire à une scission du signal de résonance. Cette propriété fait qu’au

lieu d’enregistrer un pic unique à la longueur de résonance du groupement du ‘2CH

en RMN de proton, on obtient 2 pics pour le même groupement chimique contenant

un 3C, dans un spectre de résonance au ‘H-’3C. Le nombre de pics va dépendre du

nombre et de l’orientation de chaque dipôle. On va avoir un pic lorsque les dipôles

ont la même orientation (t’H-t13C) et un pic lorsqu’ils seront orientés en sens

contraire (t’H-.I-’3C), on obtient donc un doublet (Figure 5). Dépendamment du

nombre de noyaux couplés on peut obtenir des multiplets de 2, 3, 4 ou plus de

résonance espacés symétriquement autour du « chemical shifi » spécifique du

groupement chimique. Ce couplage peut être hétéronucléaire (par exemple ‘3C-’H)

mais aussi hornonucléaire (c’est-à-dire ‘H-’H). Aussi, le couplage entre des atomes

‘H non-équivalents va conduire à l’apparition de multiplets lors de 1’ ‘H-RMN.
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t
‘H—’2C =

t t J
‘H-13C

_IU\_

Figure 5: Effet du couplage J sur le déplacement chimique.
Lorsque deux ou plus, dipôles non-équivalents magnétiquement actifs (1H et 130)

interagissent par une liaison chimique (comme dans le groupement 0H3 par
exemple), un couplage J en résulte et va conduire à une scission du signal de
résonance. Les pics créés restent centrés sur la fréquence du déplacement
chimique qu’ils auraient en l’absence d’un couplage J.

5.6.2. RMN au [1-13C]Glucose

La RMN au 13C présente un large déplacement chimique 300 ppm (en

comparaison à 10 ppm pour la RMN au 1H) ce qui rend cette méthode hautement

spécifique d’un point de vue chimique puisque qu’elle permet d’identifier

individuellement chaque atome de carbone composant une même molécule. Le ‘3C

étant naturellement abondant à seulement Ï .1%, cette technique est donc très peu

sensible pour détecter les métabolites endogènes à l’état naturel. Cette faible
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abondance naturelle peut aussi être un avantage car l’utilisation d’un précurseur

enrichi en 13C va permettre de suivre sa voie métabolique en ayant très peu bruit de

fond causé par les métabolites endogènes.

L’entrée d’un précurseur marqué au 13C dans une voie métabolique peut être

suivie par le déplacement chimique du groupement contenant le carbone 13 dans cette

molécule et dans tous les métabolites qui en découlent. Comme nous l’avons vu dans

le paragraphe précédent, le déplacement chimique du ‘3C va être spécifique à la

nature du métabolite, mais dans le cas de la RMN par ‘3C, il va en plus être

spécifique à la position du ‘3C dans ce métabolite. On peut donc identifier en RMN

de ‘3C certains métabolites du glucose marqué au ‘3C, tels que le glutamate, la

glutamine, le GABA, le lactate et l’alanine. De plus l’identification de la position du

marquage au ‘3C du glutamate permet de déterminer sa voie de synthèse à partir du

glucose dans le cerveau par RMN de ‘3C (voir ci-après).

Les molécules d’un même composé dans lesquelles le nombre d’atomes de

‘3C est identique, mais dont leur position sur le squelette carboné diffère sont

appelées isotopomères

5.6.3. Marquage des métabolites du glucose dans le cerveau

par le [1-13C]Glucose

Les voies métaboliques par lesquelles le marquage au ‘3C du glucose en

position 1 ([Ï-’3C]glucose) est incorporé dans ses différents métabolites au niveau du

cerveau sont représentées schématiquement dans la figure 6 de ce chapitre. Après

l’injection de [l-13Cjglucose, les intermédiaires de la glycolyse et du cycle de Krebs
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sont marqués à différentes positions de carbone selon la voie métabolique qu’ils ont

empruntée (voir paragraphe 5.5 de ce chapitre).

Au niveau de la glycolyse, le marquage au 13C du glucose en position 1 se

retrouve en position 3 (C3) dans le pyruvate. Comme nous l’avons vu dans la figure 1

de ce chapitre, le pyruvate peut avoir plusieurs destinées. Le t3-’3C] pyruvate

aboutira au marquage du lactate et de l’alanine en position C3.

Dans les astrocytes et les neurones, le [3-’3C] pyruvate entre dans le cycle de

Krebs par la voie de la PDH. Dans cette voie, le pyruvate est converti en [2-

‘3C]acétyl-C0A qui conduira au marquage unique du glutamate et de la glutamine en

position C4 lors du premier tour de cycle (lors du second tour on obtiendra un double

marquage, qui a été omis dans la figure 6 pour des raisons de clarté). La glutamine

marquée en position C4 et qui est synthétisée dans les astrocytes uniquement

représente donc en partie la synthèse de glutamine à partir du glutamate marqué en

C4 synthétisé dans l’astrocyte mais aussi à partir du glutamate marqué en C4

provenant des neurones glutamatergiques et qui aura été transporté dans les

astrocytes.

Dans les astrocytes uniquement, le [3-’3C] pyruvate peut emprunter la voie

anaplérotique. Dans cette voie, le [3-’3C1 pyruvate sera transformé en oxaloacétate

qui sera marqué en position C3. Le [3-13C] oxaloacétate conduira au marquage du

glutamate et subséquemment de la glutamine en position C2. Le glutamate et la

glutamine marqués en position 2 représentent donc le métabolisme astrocytaire

spécifiquement.
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Figure 6: Distribution du marquage des métabolites du [1-13C]glucose dans le
cerveau.
Un seul tour du cycle de Krebs à partir du pyruvate jusqu’à l’a-cétoglutarate via la
pyruvate carboxylase (PC) ou la pyruvate déshydrogénase (PDH), et
subséquemment jusqu’au glutamate et à la glutamine a été considéré. LDH : lactate
déshydrogénase, ALAT: alanine aminotransférase, GAD: GABA décarboxylase,
GDH : glutamate déshydrogénase, GS : Glutamine synthétase.
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Dans les neurones GABAergiques, la position du marquage au 13C du GABA

est inverse à celle du glutamate, c’est-à-dire que le glutamate marqué en C4 va

conduire au GABA marqué en C2 et vice versa.

Glu
C4

Lac
C3

Glu
C3

Gin Gin

C2 C4

Gin

60 55 5t) 45 40 pprn 35 3t) 25 2 0 15

Figure 7: Spectre typique de 130 RMN d’extrait de cerveau de rat.
La figure montre le spectre de 13C RMN d’extrait de cortex frontal d’un rat contrôle
15 minutes après l’injection de [1-13CJglucose. Détermination des pics: Aia, alanine;
GABA, acide y-aminobutyrique; Glu, glutamate; Gin, glutamine ; Lac, Lactate.

Les isotopomères provenant du premier tour du cycle de Krebs via la voie de

la PDH ou de la PC apparaissent comme des singulets (c’est-à-dire des métabolites

monomarqués) dans les spectres de 13C-RMN. Un spectre typique de 13C-RMN est

présenté dans la figure 7.
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5.7. Effets de l’ammoniaque sur le métabolisme énergétique

cérébral

L’ammoniaque stimule la glycolyse dans les extraits de cerveau en activant la

phosphofructokinase (Sugden et Newsholme., 1975), cette activation pourrait

expliqtier la stimulation de l’utilisation cérébrale du glucose qui a été rapportée chez

les animaux rendus hyperammoniémiques de façon aigus (Hawkins et coli., 1973).

Aussi, des concentrations millimolaires d’ammoniaque inhibent l’oxydation

cérébrale du glucose in vitro (Mckhann et Tower., 1961) et l’incorporation de [U

‘4C]glucose dans les acides aminés du cerveau (glutamate, GABA, aspartate) est

réduite chez les animaux hyperammoniémiques (Prior et Visek., 1972). De plus, il a

été démontré que des concentrations d’ammoniaque de 0.5-1.0 mM inhibent l’activité

de l’a-cétoglutarate déshydrogénase dans les préparations cérébrales (Lai et Cooper.,

1986). Ces observations suggèrent que l’ammoniaque affecterait l’oxydation du

glucose dans le cerveau. De fait, l’hyperammoniémie expérimentale a pour

conséquence d’augmenter le rapport cérébral lactate/pyruvate (Hawkins et coll.,

1973), et conduit aussi à une diminution du rapport de NAD/NADH dans le

cytoplasme s’accompagnant d’une augmentation de ce rapport dans la mitochondrie.

Il a été suggéré que ces altérations de l’état rédox sont la conséquence d’une

inhibition induite par l’ammoniaque de la navette malate aspartate (Hindfelt et coll.,

1977).

Bien que les concentrations d’ammoniaque rencontrées dans le cerveau lors

d’une IHA soient capables d’inhiber l’activité de l’Œ-cétoglutarate déshydrogénase, il

ne semble pas que 1’IHA conduise à une altération des niveaux d’énergie, pour le
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moins lors des stades précoces de l’encéphalopathie. Des mesures directes des

phosphates à haute énergie dans le cerveati de rats ayant une IRA n’ont révélé aucune

altération significative des niveaux d’ATP (Cooper et Plum., 1987). Ceci a été

confirmé, plus tard, par spectroscopie de RMN au 31P (Bates et coll., 1989).

6. HYPERTENSION INTRACRÂNIENNE LORS D’UNE

INSUFFISANCE HÉPATIQUE AIGUÉ

Un oedème cérébral et une hypertension intracrânienne (HTIC) sont observés

chez 50% des patients atteints d’une IHA et qui présentent une EH. Le décès est

causé par un engagement cérébral qui est la conséquence de l’HTIC (Ellis et

Wendon., 1996). Les mécanismes physiopathologiques associés au développement de

l’oedème cérébral lors d’une IRA sont incomplètement élucidés, mais des hypothèses

récentes suggèrent une implication de troubles de l’osmorégulation et de la perfusion

cérébrale (Blei et Larsen., 1999).

La pression intracrânienne (PIC) est la somme des pressions partielles des 3

composants non compressibles inclus dans la bofte crânienne, c’est-à-dire le

parenchyme cérébral, le liquide céphalorachidien et les vaisseaux sanguins. Ainsi, si

l’un des composants augmente de volume, un autre doit diminuer pour que la PIC

reste stable. La faible compliance de la boîte crânienne explique que des variations de

volume relativement faibles aboutissent à une augmentation marquée de la PIC. Lors

d’une IRA on pense que ce sont le parenchyme cérébral et les vaisseaux sanguins qui

sont à l’origine de l’RTIC, aboutissant à la mort par engagement cérébral.

Tous les facteurs influençant les mouvements d’eau au travers des capillaires

cérébraux et influençant donc l’apparition d’un oedème cérébral ont été revus en détail
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par Larsen et Wendon (2002) et sont basés sur des principes physiologiques émis par

Ernest Starling. Selon l’équation de Starling, les mouvements d’eau au travers de la

BHE dépendent non seulement du gradient de pression osmotique mais aussi du

coefficient de filtration, de la surface capillaire totale et des variations du débit

sanguin cérébral (DSC) (c’est-à-dire de la pression hydrostatique).

L’effet de l’IRA sur la surface capillaire totale et sur le coefficient de filtration

n’est pas clair, mais des études indiquent que ces facteurs sont normaux, voire élevés,

chez les patients ayant une insuffisance hépatique (Lockwood et cou., 1991a; Strauss

et coli., 2001) suggérant donc qu’ils ne joueraient pas un rôle primordial dans

l’étiologie de l’oedème cérébral.

6.1. Perturbations osmotiques cérébrales lors d’une IHA

L’oedème cérébral représente une augmentation nette de la teneur totale en eau

du cerveau. Lors d’une IRA expérimentale (Traber et coll., 1987; Gove et coil.,

1997), les astrocytes gonflent de manière sélective et semblent donc être le principal

type cellulaire impliqué dans l’étiologie de l’oedème cérébral. Aussi, il est possible

d’induire un gonflement des astrocytes isolés en les exposant à certaines des toxines

circulantes lors d’une insuffisance hépatique (Norenberg., 1992).

Puisqu’une rupture de la BHE n’a jamais été mise en évidence lors d’une IRA

après l’examen des capillaires cérébraux chez l’humain (Kato et coll., 1992) et dans

des modèles expérimentaux (Traber et coil., 1927; Gove et coli., 1997); l’origine de

l’augmentation de la teneur en eau des astrocytes doit être le fait de perturbations

osmotiques causées par des changements de la concentration de métabolites dans le

cerveau. Des mesures directes dans les modèles expérimentaux d’IHA (Cordoba.,
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1996) et par spectroscopie de résonance magnétique chez l’humain (McConnell et

col!., 1995) ont rapporté, de façon constante, une augmentation nette des niveaux de

glutarnine dans le cerveau. Or, la glutarnine (qui est le produit majeur de détoxication

de l’ammoniaque dans le cerveau) est une molécule osmotiquement active qui

favorise l’oedème cellulaire. L’inhibition de la synthèse de glutamine prévient

l’induction par l’ammoniaque du gonflement d’astrocytes isolés (Norenberg et

Bender., 1994), et prévient aussi l’apparition de l’oedème cérébral in vivo (Takahashi

et coli., 1991; Blei et coli., 1994).

6.2. Débit sanguin cérébral lors d’une IHA

Des perturbations osmotiques ne sont pas les seules responsables de l’entrée

d’eau dans le cerveau lors d’une IHA. L’autre facteur capable d’influencer les

mouvements d’eau au travers de la BHE est la pression hydrostatique, c’est-à-dire le

débit sanguin cérébral.

Des études du D$C chez des patients ayant une IHA indiquent qu’une

augmentation du D$C précède l’hypertension intracrânienne et l’engagement cérébral

(Wendon et col!., 1994; Larsen et colI., 1996; Jalan et col!., 1999). Une augmentation

du DSC aurait pour conséquence d’augmenter le mouvement d’eau au travers de la

BHE. Cette hypothèse est supportée par l’observation d’une corrélation entre le DSC

et la teneur en eau du cerveau et la PIC dans un modèle expérimental d’oedème

cérébral induit par l’ammoniaque (Larsen et Wendon., 2002). Aussi, l’augmentation

du DSC va augmenter le volume du compartiment sanguin qui vient s’ajouter à

l’augmentation du volume cérébral (l’oedème) pour provoquer une augmentation de la

PIC qui sera à l’origine de l’HTIC.
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L’observation d’une augmentation du DSC lors d’une IHA est étonnante car

normalement le DSC est étroitement lié à l’activité métabolique et que dans le cas

d’une IRA on observe une diminution de l’activité mentale. L’influence de l’activité

mentale sur le métabolisme et le DSC intéresse les physiologistes et les neurologistes

depuis plus d’un siècle. Le cerveau possède un mécanisme intrinsèque par lequel

l’apport de sang varie localement selon les variations locales de l’activité

fonctionnelle. On fait référence à ce mécanisme comme étant le couplage ou

l’autorégulation du DSC avec l’activité cérébrale (Larsen et coll., 1997).

Deux mécanismes ont été proposés pour expliquer l’origine de l’augmentation

du DSC lors d’une IHA; le premier étant une perturbation de l’autorégulation du DSC

et le deuxième étant une diminution graduelle de la tonicité des artérioles cérébrales

(Larsen et Wendon., 2002) qui seraient la conséquence de la toxicité de

I’ ammoniaque.

Les mécanismes moléculaires conduisant à la perte de l’autorégulation et/ou

la vasodilatation des artérioles cérébrales ne sont pas connus mais des expériences

utilisant des inhibiteurs de la synthèse de glutamine (Master et colI., 1999) et

l’hypothermie (Cordoba et colT., 1999) ont permis de suggérer qu’un déséquilibre

osmotique primaire cérébral serait à l’origine de l’augmentation de la perfusion

cérébrale et de l’oedème cérébral. Il a aussi été suggéré que la réponse inflammatoire

(Jalan et Williams., 2001; Jalan et colI., 2004b) pounait jouer un rôle important dans

l’altération du DSC.
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7. TRAITEMENTS DE L’INSUFFISANCE HÉPATIQUE AIGUÉ

La seule thérapie efficace pour traiter définitivement une IRA est une

transplantation hépatique. Les taux de survie après transplantation atteignent une

moyenne de 6 1-63% mais peuvent aller jusqu’à 93% selon les rapports (Ascher et

coll., 1993; Detre et coll., 1994; Mirza et coli., 1995). Si on ne tient pas compte des

IRA induites par une surdose d’acétarninophène, 45-51% des patients ayant une IRA

sont transplantés (Munoz et coll., 1993; Castells et coll., 1993). Cependant 30% des

patients meurent dans l’attente d’un donneur à cause d’un engagement cérébral dû à

une hypertension intracrânienne incontrôlée (Jalan., 2003; Farmer et cou., 2003). Les

taux de mortalité lorsqu’une transplantation hépatique n’est pas possible et que

l’hypertension intracrânienne ne peut être contrôlée, sont de 90% (Jalan., 2003). Les

thérapies disponibles visent donc le plus souvent à traiter les symptômes associés à

l’IHA (l’HTIC en particulier) plutôt que de se concentrer sur la cause de l’IRA. Les

cibles des traitements thérapeutiques incluent (1) l’ammoniaque et l’oedème cérébral

(2) le DSC et le métabolisme ; (3) la réponse inflammatoire et (4) les traitements qui

affectent plusieurs voies. Malgré la disponibilité de plusieurs traitements, le manque

d’essais cliniques contrôlés rend difficile l’argumentation pour l’utilisation

préférentielle d’une forme thérapeutique plutôt que les autres.

7.1. Stratégies de réduction de I’hyperammoniémie

Comme il l’a été démontré dans les sections précédentes, l’ammoniaque joue

un rôle primordial dans l’étiologie de l’ER lors d’une IRA de même que dans

l’étiologie de l’oedème cérébral et de l’RTIC, cependant les thérapies visant à réduire

les niveaux d’ammoniaque circulant ne sont que peu utilisées.



56

7.1.1. Le lactulose, les acides aminés à chaîne latérale

ramifiée et les antibiotiques non-absorbables

Aucune étude aléatoire contrôlée utilisant le lactulose, les acides aminés à

chaîne latérale ramifiée ou des antibiotiques non-absorbables n’a été réalisée lors

d’une IHA malgré que ces traitements se soient avérés efficaces afin de réduire les

niveaux d’ammoniaque circulant lors d’une EH chronique. Une étude rétrospective

menée aux USA n’a rapporté aucun bénéfice du traitement avec le lactulose de

patients atteints d’une IHA (Jalan., 2003).

7.1.2. La L-Ornithine L-Aspartate

L’utilisation d’un mélange de deux acides aminés la L-Ornithine L-Aspartate

(OA), afin de diminuer les taux d’ammoniaque chez les patients souffrant d’une IRA

a été suggérée par les résultats d’une étude expérimentale utilisant un modèle animal

d’IRA induite par une dévascularisation hépatique, dans lequel l’administration d’OA

diminuait les niveaux d’ammoniaque plasmatique et prévenait l’apparition de

l’oedème cérébral (Rose et coll., 1999). Malgré ces résultats encourageants et aussi le

fait que ce médicament soit inoffensif, l’OA n’ajamais été utilisée chez l’humain lors

d’une IRA.

7.2. Réduction de l’oedème cérébral

7.2.1. Solutions hypertoniques

Puisque la glutamine est un important intermédiaire métabolique chez

l’homme (Master et cou., 1999), l’inhibition de sa synthèse qui prévient pourtant

l’oedème cérébral dans l’IHA expérimentale, n’est pas envisageable chez l’humain,
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L’infusion de solutions hypertoniques, que ce soit une solution de mannitol (Canalese

et coll., 1982) ou une solution de chlorure de sodium (Murphy et cou., 2004), sont

des traitements efficaces de l’augmentation de la PIC. Leur utilisation est basée sur le

principe que le mannitol ou la solution hypertonique de chlorure de sodium

conduisent à une augmentation de l’osmolalité des capillaires dans le cerveau. Ceci,

selon la loi de Starling va entraîner un mouvement d’eau du cerveau vers les

capillaires sanguins (Larsen et Wendon., 2002). Ce mouvement d’eau va réduire

l’oedème cérébral et va par conséquent abaisser la PIC.

7.2.2. Antagoniste des récepteurs NMDA

L’utilisation d’antagonistes des récepteurs glutarnatergiques de type NMDA

est basée sur des données expérimentales obtenues avec la mérnantine, un antagoniste

non compétitif (Vogels et coll., 1997). Les auteurs de cette étude ont rapporté que

l’administration de la mémantine à des rats ayant une hyperammoniémie aigu,

induite par une anastomose portocave suivie d’une perfusion d’acétate d’ammonium,

conduisait à une diminution des niveaux de glutamate dans le LCR accompagnée par

une réduction de l’oedème cérébral et par une amélioration de l’encéphalopathie.

Néanmoins, aucun antagoniste des récepteurs NMDA n’a jamais été utilisé chez

l’humain.

7.2.3. Anticonvulsant

L’utilisation de la phénytoïne qui est un anticonvulsant agissant sur la Na/K

ATPase, a été suggérée par une étude clinique contrôlée aléatoirernent menée en 2000

et qui a rapporté une amélioration de l’oedème cérébral avec la phénytoïne sans

pourtant avoir d’effet sur la PIC (Ellis et coll., 2000). Néanmoins, une étude clinique
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contrôlée réalisée très récemment n’a rapporté aucun effet bénéfique de la phénytoïne

sur l’oedème cérébral, sur les convulsions, sur le besoin d’induire une

hyperventilation ou sur la survie lors d’une IHA (Bhatia et coll., 2004). Cependant,

les auteurs ont admis que les patients inclus dans cette étude avaient été admis très

tardivement et qu’il est possible qu’ils aient manqué la fenêtre thérapeutique.

7.3. Action sur le DSC et le métabolisme

7.3.1. L’hyperventilation

Les patients atteints d’une IHA présentent une perte de l’autorégulation du

DSC contribuant à une vasodilatation cérébrale (Vaquero et coll., 2003). L’induction

d’une hypocapnie artérielle par 1’ hyperventilation restaure l’autorégulation vasculaire

cérébrale (Strauss et coll., 1998). Cependant, une étude clinique contrôlée n’a pu

démontrer un effet significatif de l’hyperventilation sur l’oedème cérébral ainsi que

sur l’engagement cérébral (Ede et coll., 1986).

7.3.2. La N-acétylcystéine

La N-acétylcystéine est normalement utilisée comme antidote de

l’acétaminophène dans les 24 heures suivant une surdose. Des données suggèrent que

la N-acétylcystéine serait aussi bénéfique pour des IRA qui ne sont pas induites par

l’acétarninophène (Sklar et Subramaniam., 2004). Il semblerait que son utilisation

soit bénéfique au niveau des microvaisseaux cérébraux, mais aucune donnée n’est

disponible quant à son effet sur la survie.
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7.3.3. L’indométhacine

L’indornéthacine induit une vasoconstriction grâce à des mécanismes qui

incluent une inhibition de la voie de la cyclo-oxygénase endothéliale, des altérations

du pH extracellulaire et une réduction de la température cérébrale (Clark et Curnby.,

1975; Feldberg et Saxena., 1975; Jensen et coli., 1992). Son utilisation réduit la PIC

chez l’humain (Clemmesen et cou., 1997; Tofieng et Larsen., 2004) et dans un

modèle expérimental d’IHA (Chung et coll., 2001).

7.4. Réponse inflammatoire systémique

De plus en plus d’évidences suggèrent que la réponse inflammatoire

systémique est importante dans la pathogenèse de l’augmentation de la PIC lors d’une

IRA. Il n’est pas encore clair si cette réponse inflammatoire est initiée par la

libération de substances par le foie nécrotique ou si elle est due à une infection

additionnelle (Rolando et coll., 2000; Jalan et Williams., 2001; Jalan et coll., 2002;

Vaquero et coll., 2003).

7.4.1. La dexaméthasone

La dexaméthasone est un glucocorticoïde avec un effet anti-inflammatoire

puissant. Son utilisation a été rapportée comme étant inefficace pour traiter l’oedème

cérébral et améliorer le temps de survie (Canalese et coll., 1982).

7.4.2. L’hépatectomie

L’utilisation de l’hépatectomie pour les patients qui sont en attente d’une

transplantation hépatique est une intervention dramatique mais qui peut être utilisée

en dernier recours après que tous les traitements aient été employés et que l’état des
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patients continue de se dégrader. La réalisation de l’hépatectornie est basée sur

l’hypothèse que le foie nécrotique libère des substances qui vont contribuer à

augmenter la pression intracrânienne. Deux études ont rapporté une amélioration de

l’état des patients après hépatectornie (Ringe et cou., 1993; Jalan et coll., 2002). Il a

été suggéré que l’effet de l’hépatectomie impliquait une réduction du DSC, de la

production de NO et une réduction des niveaux de cytokines pro-inflammatoires

dérivant dti foie. L’hépatectomie semble donc être efficace pour prévenir

l’augmentation de la PIC, mais il faut noter que dans le rapport de cas du Dr. Jalan en

2002, l’hépatectomie a induit une diminution de la température corporelle de 2 degrés

Celsius, diminution qui a été démontrée comme étant capable de prévenir l’oedème

cérébral dans des modèles expérimentaux d’IHA (Cordoba et coll., 1999; Rose et

coll., 2000).

7.5. Action sur plusieurs voies métaboliques, l’hypothermie

Comme mentionné ci-dessus l’hypothermie modérée (35 °C) est capable de

prévenir l’apparition de l’oedème cérébral lors d’une IHA expérimentale (Cordoba et

coll., 1999; Rose et coli., 2000). D’autres groupes ont aussi montré qu’une

hypothermie plus marquée (32-33 °C) conduisait à une réduction du contenu en eau

du cerveau, une réduction des symptômes neurologiques et à une prolongation de la

survie en comparaison avec les animaux normothermiques (Peignoux et coIl., 1982;

Traber et coll., 1989; Eguchi et coll., 1996).

Chez l’humain l’hypothermie est fréquemment utilisée chez des patients

souffrant d’un traumatisme crânien (Clifton., 2004), et a été récemment utilisée

efficacement chez l’humain pour traiter l’hypertension intracrânienne lors d’une IRA
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(Jalan et cou., 1999; Jalan et col!., 2001; Jalan et col!., 2004a). Elle permet

d’augmenter le temps de survie des patients jusqu’à ce qu’ils soient transplantés.

Jalan et col!. ont très récemment proposé plusieurs mécanismes d’actions simultanés

de l’hypothermie sur différents systèmes conduisant à une réduction de la PIC (1)

elle a des effets sur l’oedème cérébral via une diminution de la production de

glutamine suite à des réductions concomitantes des niveaux d’ammoniaque artériel et

de sa capture par le cerveau; (2) elle réduit le DSC; (3) elle atténue la production de

cytokines pro-inflammatoires par le cerveau; (4) elle réduit le stress oxydatif (Jalan et

col!., 2004a).

L’hypothermie est donc un traitement efficace de l’hypertension

intracrânienne lors d’une IRA et permet de prolonger la survie des patients jusqu’à ce

qu’un organe donneur soit disponible pour la transplantation, Cependant, malgré

toutes les évidences obtenues chez l’humain ainsi que dans des modèles

expérimentaux suppol’tant son utilisation chez l’humain, l’hypothermie n’est utilisée

que par quelques groupes dans le monde. D’autres études seront nécessaires pour

identifier les mécanismes exacts de protection de l’hypothermie et aussi pour

démontrer son innocuité chez l’humain.

8. BUT DES ÉTUDES

Comme nous l’avons vu précédemment, des perturbations du métabolisme

cérébral du glucose, en particulier des élévations de la glutamine, semblent être à

l’origine des manifestations neurologiques de l’IRA. Cette thèse avait donc pour but

d’examiner, d’une part, les changements du métabolisme du glucose au cours du

développement de !‘ER et, d’autre part, d’examiner la capacité de synthèse de
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glutarnine dans le cerveau et les muscles squelettiques puisqu’elle devient la voie

principale de détoxication de l’ammoniaque lors d’une IHA et que des évidences

suggèrent que le cerveau, contrairement aux muscles, n’est pas capable d’augmenter

la synthèse de glutamine afin d’accroître l’élimination de l’ammoniaque.

L’article 1 avait pour but d’examiner le rôle du lactate extracellulaire dans

l’étiologie de l’oedème cérébral en utilisant l’hypothermie.

L’article 2 avait pour but de caractériser les taux d’incorporation de glucose

dans les acides aminés et le lactate via les voies de synthèses neuronales et

astrocytaires en utilisant la RMN de 1H et ‘3C.

L’article 3 a utilisé la RIVIN en combinaison avec l’hypothermie qui prévient

l’apparition de l’oedème cérébral, afin d’examiner la corrélation entre les altérations

du métabolisme cérébral du glucose et la présence de l’oedème cérébral.

Enfin, le but de l’article 4 était d’examiner si le cerveau et les muscles

squelettiques étaient capables d’induire la GS afin d’augmenter leur capacité de

synthèse de la glutamine et par conséquent d’augmenter l’élimination de

l’ammoniaque.
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CHAPITRE 2

ÉTUDES DU MÉTABOLISME CÉRÉBRAL ET

MUSCULAIRE LORS D’UNE INSUFFISANCE

HÉPATIQUE AlGUE : IMPLICATIONS POUR DE

NOUVELLES STRATÉGIES THÉRAPEUTIQUES
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ABSTRACT:

Evidence from both clinical and experimental studies dernonstrate that mild

hypothermia prevents encephalopathy and brain ederna in acute Hver failure (ALF).

As part of a series of studies to elucidate the mechanism(s) involved in this protective

effect, groups of rats with ALF resulting from hepatic devascularization were

rnaintained at either 37°C (normothermic) or 35°C (hypothermie) and neurological

status was rnonitored in relation to cerebrospinal fluid (CSF) concentrations of

ammonia and lactate. CSF was rernoved via irnplanted cisterna magna catheters.

Mild hypothermia resulted in a delay in onset of encephalopathy and prevention of

brain ederna; CSF concentrations of ammonia and lactate were concornitantly

decreased. Blood ammonia concentrations, on the other hand, were not affected by

hypothermia in ALF rats. These findings suggest that brain edema and

encephalopathy in ALF are the consequence of ammonia-induced impairment of

brain energy metabolisrn and open the way for magnetic resonance spectroscopie

monitoring of cerebral function in ALF. Mild hypothermia could be beneficial in the

prevention of severe encephalopathy and brain edema in patients with ALF awaiting

liver transplantation.
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INTRODUCTION

Hyperammonemia is a consistent finding in human acute liver failure (ALF)

as well as in experimental animal models of ALF resuiting from hepatectomy

(Holmin et al., 1983), hepatic devascularization (Mans et ai., 1994; Swain et ai.,

1992a,b) or toxic liver injury (Swain et ai., 1992b) and, in ail cases, severe

encephaiopathy and brain edema are observed. More recentiy, a positive correlation

was reported between arteriai ammonia concentrations and the incidence of brain

herniation in patients with ALF (Ciemmensen et al., 1999). Brain arnrnonia may

reach concentrations in excess of lrnM in ALF (Swain et al., 1992a) and reduction of

brain ammonia using agents such as L-ornithine L-aspartate are effective in the

prevention of brain edema and encephaiopathy in experimentai ALF (Rose et al.,

2000).

The mechanisms responsible for the deleterious effects of ammonia on brain

function are not cornpletely understood. However, two general rnechanisms are

currentiy the subject of intensive investigation, namely a compromise in brain energy

rnetabolism and aiterations of neurotransmitter function. In the case of energy

metaboiisrn, ammonia may potentialiy interfere with ATP synthesis by inhibition of

the tricarboxylic acid cycle enzyme Œ-ketogiutarate dehydrogenase (Lai and Cooper,

1986) or by an NMDA receptor-mediated mechanism (Kosenko et al., 1994).

Hypothermia has been shown to extend the survivai time and prevent brain

edema in rats with acute hyperammonemia with or without liver failure (Schenker

and Warren, 1961; Traber et aI., 1989; Rose et al., 1999). Moreover, mild

hypothermia is protective in experimental models of brain injury and stroke (Dietrich
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et al., 1994; Btisto et ai., 1987). A previous report dernonstrated a signfficant effect

of rnild hypothermia on blood-brain ammonia transfer leading to prevention of brain

ederna in rats with experirnental ALF (Rose et al., 1999) and in patients with ALF

awaiting liver transplantation (Jalan et al., 1999). The aim of the present study was to

evaluate the effects of mild hypothermia in this context in relation to its effects on

brain energy metabolism.

MATERIALS AND METHODS

Hepatic Devasctttarizatioit

Aduit male Sprague-Dawiey rats weighing 175-200g were anesthetized with

halothane and an end-to-side portacaval anastomosis (PCA) was perforrned according

to the guidelines of Lee and Fisher (1961). Briefly, rats underwent a laparotorny and

the inferior vena cava and portai vein were isoiated allowing the inferior vena cava to

be clamped (anastornosis clamp, Roboz Instruments Inc., Washington, D.C.), and an

elliptical piece ofvein 1.5 times the portai vein diameter to be removed. The portai

vein was then iigated and eut, and an end-to-side anastornosis was performed under a

dissecting microscope. Total surgery time was under 15 min. Overali mortality for

shunted rats was less than 10%. Sham-operated control rats were matched for

weight, anesthetized with halothane and a laparotomy was perforrned. The inferior

vena cava and portai vein were clamped for 15 minutes, and then released. Following

surgery, ail animais were housed individually with free access to standard laboratory

chow and water under controlled conditions of temperature, humidity, and light

cycles. Forty-eight hours afier PCA surgery, animais were reanesthetized with

halothane and subjected to hepatic artery ligation (HAL) or laparotomy (controls) and
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E-50 arterial catheters were inserted in the aorta to allow for blood sampling

throughout the experiment.

C’SF Rernovat

Cisterna magna catheters were installed as previously described (Swain et al.,

1 992b) in groups of animais, twenty-four hours afier PCA or sham operation.

Briefly, the animal’s head was mounted with the skull in a horizontal position in a

stereotaxic apparatus. A 3cm incision was made in the skin from the back ofthe head

and the overlying connective tissue was rernoved to expose the skull. A small hole

was drilled in the skull using a dental bun (009) on the midiine immediately rostral to

the interparietal-occipital bone suture. The hole was drilled in such a way that the

occipital bone could be used as guideline while inserting the cannula (PE- 10 tubing,

Clay Adams, Parsipanny, NJ). The catheter was inserted into the cisterna magna.

Correctness of placement was accompanied by a spontaneous flow of clear CSF.

When successful implantation had been confirmed, the skull was cleaned and dried

and dental acrylic cement (Yates and Bird, Chicago, IL) was applied to anchor the

cairnula.

Body Temperattire aitd Btood Glucose Monitoring

Following the insertion of the cisterna magna catheter, body temperatures

were rnonitored and maintained at 37°C by means of heating larnps (the ALf-37°C

group). In the ALF-35 group hypothermia occurred spontaneously in the absence of

external heating. Body temperatures in this group of animals were maintained at

35°C by intermittent warming with heating lamps as necessary. Arterial biood
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glucose levels were monitored and glucose was administered subcutaneousiy as

needed to maintain normoglycernia.

Nettrologicat Evatttatioit

Animais were assessed neurologically every 30 min during the progression of

ALF. Animais that couid no longer right themselves afier being placed on their backs

were considered to have lost their righting ability (defmed as the precoma stage);

animais in which both righting ability and a corneal reflex couid flot be eiicited were

considered to be in corna. Samples for lactate analysis in cisternal CSF were taken

before HAL, 5 hours afier HAL, and at precoma and corna stages of encephalopathy.

At the end of the experiment (1h in coma stage), animais were sacrificed and the

brains were rernoved. Haif the brain was frozen and stained with cresyi vioiet for

neuropathological verification of probe placement. The frontal cortex of the other

haif of the brain was used for brain water measurement. CSF and biood ammonia

samples were taken at baseline (following HAL) and at precoma and corna stages.

Animais were sacrificed at the end of the experiment. Ail anirnais received hurnane

care according to the criteria outiined in the “Guide for the Care and Use of

Laboratory Animais” prepared by the National Acaderny of Sciences and pubiished

by the National Institutes ofHealth (NIH publication 6-23 revised 1985).

Brai,, Water Measurement

One cerebral hemisphere was kept at 4°C and brain water measured at corna

stages ofencephalopathy. The brain was eut into 2mm suces, and lrnm punch biopsy

specimens were obtained from the gray matter of the cerebrai cortex. Water content
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of each specirnen was rneasured gravimetricaily using a density gradient of

brornobenzene-kerosene precalibrated with K2S04 as previously described (Swain et

al., 1992b). The cortical sampies were placed onto the ftuid column, and the

equilibration point was measured within 2 min. The specffic gravity of the tissue was

calculated and resuits were expressed as percentage of water content. Eight

measurements were made per animal, and values were arithmetically averaged.

Ai;ti,toizia

Ammonia concentrations were estimated in plasma and CSF using a

commercial ammonia test kit.

Statistical Aitatysis

Data are expressed as mean ± S.E.M. from 8 animais per treatment group.

Differences between groups (ALF-35, ALF-37, Sham) at the same tirne point were

compared by one-way ANOVA (Bonferoni’s correction), and differences within

groups at different time points were cornpared by means of one-way ANOVA with

repeated rneasures (Bonferoni’s colTection). P values of 0<0.05 were considered to

be significant.

RESULTS

Following PCA and HAL, normothermic rats (ALF-37 group) deveioped

progressive encephalopathy consisting of loss of activity, loss of righting abiiity

(precorna stage) progressing to ioss of corneal reflex (coma stage). ALf-37 rats

deveioped pre-coma at 8.1±0.8 h and coma at 13.4±1.1 h. Mild hypothermia (35°C)
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afforded complete protection against hepatic encephalopathy in rats with ALF (ALF

35 group) as previously described (Rose et al., 2000). Thus at tirnes at which the

ALF-37 rats were comatose, none of the ALF-35 rats had developed significant

neurological symptoms. Hypothermie rats eventually became comatose at 18.3+1.1 h

post HAL. This protective effect was observed in 8/8 rats in the ALF-35 group. No

rats in the sharn-operated groups developed neurological symptoms.

Both ALF-37 and ALF-35 groups of rats developed hyperammonemia.

1-Iowever plasma ammonia levels were not signiflcantly different between the ALF

37 and ALF-35 groups at any tirne point studied (Table 1). CSF ammonia

concentrations, on the other hand, were significantly less (by 34%, p<O.Ol) in rats

from the ALF-35 group (672+73jig/dl) cornpared to those in ALf-37 group at corna

stages of encephalopathy (1007+78jag/dl) (Table 1). There was also a significant

difference (p<O.Ol) in CSF ammonia between the two groups at pre-coma stages;

ALF-35, 557+40 jig/dl vs ALF-37, 838+32 ig/dl. These data were previously

published (Rose et al., 2000).
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Table 1: Plasma and CSF Ammonia in ALF.

Ammonia Concentrations (tg/dL)

Treatrnent group

Plasma

Baseline Precoma Coma

41.4± 11.3
511.7±27.6 **

455.4±41.5 **

64.7 ± 9.5
640 ± 33.8 **

585.7 ± 34.2 **

Note: Values significantly different from sham operated controls at each time
point are indicated by * p < 0.05 and ** p <0.001 by ANOVA. Values significantly
different from ALF-37 at a given time point are indicated by tp < 0.05.

Normothermic rats with ALF rnanifested an increase in brain water content

whereas mild hypothermia lcd to a significant attenuation of this increase (sham,

80.22%; ALF-37, 81.74%; ALF-35, 80.48%, p<O.Ol cornpared to ALF-37 group)

(Table 2).

Table 2: Brain Water Content.

Parameter Sham (n=8) ALF-37 (12=8) ALF-35 (n=2)

%Brainwater 80.22±0.12 81.7±0.13* 80.4$±0.15t

Note: Values significantly different from sham-operated controls are indicated
by * p < 0.05 and ** p < 0.001 and values significantly different from the
normotherrnic group are indicated by tp < 0.00 1, by ANOVA.

Mild hypothermia significantly reduced the lactate accumulation in CSF

CSF

Sham
ALF-3 7
ALF-3 5

Sham
ALF-3 7
ALE-35

62.0 ± 10.9
129 ± 10.9*

161.8±22.1 *

49.6 ± 10.2
7’r
/i.O T Z3.j

77.2 ± 28

64.4± 11.3
837 ±31.5 *

556.1 ± 39.6

52.4 ± 9.5
1007.3 ± 77.8 **

671 ± 72.8**t

(Figure 1).
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Figure 1: Prevention of the increase in 05F lactate by mild hypothermia in rats with
ALF due to hepatic devascularization.
Groups of ALF rats were maintained at 37°C (normothermic) (.) or 35°C
(hypothermic (O) and lactate concentrations were measured in cisternal CSF at
various stages during the development of severe encephalopathy. Precoma stage
defined as time at which animais Iost their righting ability; coma stage: Ioss of
corneal reflex. Values significantly different from sham-operated controls (El)
indicated by *p<O0 **p<001 by Analysis of variance and post-hoc Tukey test.
Symbols indicated mean values ± SE.

DISCUSSION

Resuits of the present study conflrrn and extend previous studies (Traber et

al., 1989; Rose et al., 2000) dernonstrating that rnild hypothermia delays the time of

onset ofhepatic encephalopathy and prevents brain ederna in rats with ALF.

Following hepatic devascularization, blood ammonia levels rise to attain

levels in the 200 to 500 ig/dl range ($wain et al., 1992a). Similar blood ammonia

increases have been reported in patients with acute liver failure who developed brain

herniation (Clemmensen et al., 1999). Hypothermia was also previously shown to
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prevent the central nervous system consequences of pure hyperammonernia in the

absence of liver disease (Schenker and WalTen, 1962).

Within hours of hepatic devascularization in the rat, brain ammonia

concentrations are increased and these increases parallel the severity of

encephaïopathy and appearance of brain ederna (Swain et al., 1992a). It has been

proposed that ammonia toxicity is (directly or indirectly) the cause of brain edema in

this model of ALF (Cordoba and Blei, 1996). However, findings from the present

study reveal that the beneficial effects of hypothermia ai-e not rnediated by a direct

effect on blood ammonia. On the other hand, CSF ammonia concentrations were

signiflcantly reduced in hypothermic rats at tirnes following hepatic devascularization

when blood ammonia concentrations were unchanged. These findings suggest that

one of the mechanisrns responsible for the protective action of mild hypothermia in

ALF is reduced blood-brain ammonia transfer.

The finding, in the present study, of a significant prevention of the increased

lactate in C$F due to rnild hypothermia, suggests a role for irnpaired brain energy

rnetabolism in the pathogenesis of HE and brain ederna in ALF. Increases in brain

lactate are a consistent finding in acute liver failure (Hawkins et al., 1973; Holmin et

al., 1983; Therrien et al., 1991). Preliminary studies from our Unit suggest that the

increased lactate production in brain in ALF is a consequence of increased expression

of lactate dehydrogenase (unpublished data). Furtherrnore, EEG changes were

reported to parallel increases in brain lactate in ALF (Deutz et al., 1988) suggesting

that impaired brain energy rnetabolisrn tinderlies the pathogenesis of encephalopathy.

Results of the present study are consistent with this possibility since hypothermia



75

prevented the rise in CSF lactate and caused a significant delay in onset of

encephalopathy in ALF.

It is unlikely that the increase in CSF lactate in ALF is the resuit of increased

blood levels of the metabolite since Alexander et al. (1962) were unable to observe

any significant increase in CSF lactate following its intravenous administration.

Furthermore, Posner and Plum (1961) reported an independence of blood and CSF

lactate in a range of neurological disorders. It is therefore likely that the increase in

C$F lactate observed in the present study in ALF is the consequence of intrinsic

cellular metabolic changes. In this regard, it is well established that both ammonia

toxicity and liver failure are associated with decreased cerebral oxygen consumption

(Fazekas et al., 1956; McKann and Tower, 1961). Moreover, ammonia inhibits

cerebral oxidative metabolism in vitro by an inhibitory action on the tricarboxylic

acid cycle enzyme Œ-ketoglutarate dehydrogenase (Lai and Cooper, 1986). More

recently, it was proposed that ammonia exposure also results in irnpaired cerebral

energy metabolism via a mechanism involving NMDA receptor activation (Kosenko

et al., 1994). Whatever the mechanisrn, the rise in brain lactate in ALF probably

reflects an impairment of brain energy metabolism caused by exposure to ammonia, a

phenornenon which lias been recognized for over 40 years (Schenker and Wanen,

1962; McKann and Tower, 1961).

It is unclear to what extent increases in brain lactate may contribute to the

pathogenesis of brain edema in ALF. Exposure of cultured astrocytes to lactate

results in significant cdl swelling (Staub et al., 1990) and results ofthe present study

reveal that CSF lactate increases are maximal at coma stages of encephalopathy in
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ALF, a tirne at which brain ederna is maximal. Furthermore, mild hypothermia

prevents both brain edema and the accumulation of lactate in CSF in ALF. On the

other hand, increased brain lactate is a feature which is common to both acute

(Hawkins et al., 1973; Holmin et al., 1983) and chronic (Hindfelt et al., 1977;

Therrien et al., 1991; Yao et al., 1987) liver failure and brain edema in generally

confined to the acute condition. It is conceivable that cornpensatory rnechanisms

occur in chronic liver failure which render the astrocytes less vuinerable to lactate

induced swelling. Further studies are required in order to assess this possibility.

In conclusion, mild hypothermia prevents brain ederna and delays the onset of

severe encephalopathy in experimental ALF. This protective effect of mild

hypothermia is accornpanied by a decrease in CSF ammonia and a concomitant

reduction in CSF lactate. These findings are consistent with an effect of mild

hypothermia on cerebral energy rnetabolisrn. Further studies using 1 H-Magnetic

Resonance Spectroscopy would be useful in assessing the relationship between brain

lactate accumulation and severity of encephalopathy and brain edema in patients with

ALF.
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ABSTRACT

Acute liver failure (ALF) resuits in alterations of energy metabolites and of

glucose-derived arnino acid neurotransmitters in brain. However, the dynarnics of

changes in glucose rnetabolisrn remain unclear. The present study was undertaken

using 1H- and 13C NMR to determine the rates of incorporation of glucose into amino

acids and lactate via ceil-specific pathways in relation to the severity of

encephalopathy and brain edema in rats with ALF due to hepatic devascularization.

Early (precorna) stages of encephalopathy were accompanied by significant 2- to 4.5

fold (p < 0.00 1) increases of total brain glutamine and lactate concentrations. More

severe (corna) stages of encephalopathy and brain ederna led to a further significant

increase in brain lactate but no such increase in glutamine. furthermore, 13C

isotoporner analysis showed a selective increase of de novo synthesis of lactate from

[1-’3C]glucose resulting in 2.5-fold increased fractional ‘3C-enrichments in lactate at

corna stages. [2-’3C]glutarnine, synthesized through the astrocytic enzyme pyruvate

carboxylase increased 1 0-fold at precoma stages but showed no further increase at

corna stages of encephalopathy. 13C-label incorporation into [4_1 3C] glutamate,

synthesized rnainly through neuronal pyruvate dehydrogenase, was selectively

reduced at corna stages, whereas brain GABA synthesis was unchanged at ah time

points. In conclusions, increased brain lactate synthesis and irnpaired glucose

oxidative pathways rather than intracellular glutarnine accumulation are the major

cause of brain edema in ALF. Future NMR spectroscopie studies using stable

isotopes and real-time measurements of metabolic rates could be valuable in the

elucidation of the cerebral metabolic consequences of ALF in hurnans.
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INTRODUCTION

Hepatic Encephalopathy (HE) and brain ederna are serious central nervous

system complications of acute liver failure (ALF) which are accornpanied by

significant alterations of brain metabolites. For example, biochemical studies in brain

tissue from animais with ALF resulting from hepatectorny (Holmin et aL. 1 983),

hepatic devascularization (Swain et al., 1992a; Mans et al., 1994; Michalak et al.,

1996) or toxic liver injury (Peeling et al., 1993) as well as autopsied brain tissue from

patients with ALF (Record et al., 1976) reveal significant increases in concentrations

of glutamine and a concomitant reduction of glutamate. Severat of these studies also

show that brain lactate concentrations are etevated as a function of the deterioration

of central nervous system function in ALF, a finding which has been attributed to

decreased pyruvate oxidation due to ammonia exposure (Lai et al., 1986). While

these biochemical studies provide important hints on metabolic derangements in

ALF, they do not permit the elucidation of rates of synthesis/degradation of these

metabolites nor do they provide information on the celiular localization ofthe altered

metabolism. The use ofNuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy and stable

isotope precursors provides an effective approach to the study of metabolic turnover

in the brain. In particular, ‘3C-NMR, which detects 13C-label in specific carbon

positions of individual cornpounds and allows the simultaneous calculation of

metabolite concentrations and metabolic fluxes. may be used to track cellular

metabolisrn and intercellular trafficking of substrates in a comprehensive and non

invasive mairner (Gruetter et al., 1992; Gruetter et al., 1994; Sibson et al.. 1997). This

technique has been used to determine the relative fluxes via glycolytic and

tricarboxylic acid cycle (TCA) pathways as well as to estirnate neuronal versus
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astrocytic metabolisrn in a “one-step” procedure (Cerdan et al., 1990; Bachelard et ai.,

1993; Brand et ai., 199$; Pfeuffer et al., 199$). The present study makes use of a

combination of 13C- and 1H-NMR in order to assess ‘3C-giucose incorporation into

metabolites in rat brain using an ex vivo approach at various stages during the

developrnent of ALF due to hepatic devascularization.

MATERIALS AND METHODS

Experimental anima! mode! of acitte !iverfailttre (ALl)/sttrgica!procedttres

ALF was induced in aduit Sprague-Dawiey rats (175-200 g) by portacavai

anastornosis (PCA) according to the guidelines ofLee and Fischer (Lee et al., 1961)

foiiowed by hepatic artery ligation (HAL). In brief, rats were anesthetized with

halothane, the inferior vena cava and portai vein were isolated, the inferior vena cava

was partiaily clamped (anastomosis ciamp, Roboz Instruments Inc.), and an eliipticai

piece of vein 1.5 times the portai vein diameter was rernoved. The portai vein was

iigated and cut, and an end-to-side anastomosis performed under a dissecting

microscope. Total surgery tirne was < 15 min. Sharn-operated controi rats, matched

for weight, were sirnilariy anesthetized, a laparotomy was performed, and the inferior

vena cava and portai vein were occiuded for 15 min. Foiiowing surgery, ail animais

were housed individually under constant conditions of temperature, hurnidity, and

light cycles and were aliowed free access to standard iaboratory chow and water.

Overali rnortality for shunted rats was less than 5%. 4$ hours afier PCA surgery,

animais were reanesthetized with haiothane and subjected to hepatic artery iigation

(HAL) or laparotomy (controls). Foilowing HAL, body temperatures were monitored

every hour and rnaintained at 37 °C by means of thermal pads and heating iamps.
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Animais were assessed neurologically every 30 min during progression of ALF.

Animais that couid no longer right themselves afier being placed on their backs were

considered to have lost their righting ability (defined as the precoma stage); animais

in which both righting ability and corneai reflex could not be elicited were considered

to be in coma. Ail animais received humane care according to the criteria outlined in

the “Guide for the Care and Use of Laboratory Animais” prepared by the National

Academy of Sciences and ptiblished by the National Institutes of Health NIH

publication 6-23 (revised), 19$5).

Preparatioii of brai,, extracts

Administratio,z of[1-’3Cjglttcose. Groups of sham-operated control rats, and

hepatic devascularized rats at precoma- and coma stages of encephalopathy were

administered [1-’3]C-glucose (200 mg/kg, i.p.; Cambridge Isotope Laboratories,

Andover, USA) and were killed exactly 15 min later by decapitation. Afier HAL,

arteriai blood glucose levels were continuously monitored with a glucose meter using

the glucose dehydrogenase method and glucose was administered subcutaneousiy as

needed to maintain normoglycemia. Plasma glucose levels and the fractionai

enrichrnents in glucose ([l-13C]/[12C]glucose) were also determined from ‘H- and

3C-NMR spectra (Table 1).

Extractioit procedttre. Immediately afier sacrifice, biood samples were mixed

with 20% perchioric acid (PA), and stored at —80 °C. Forebrains (whole brain minus

cerebeilum and brainstem) were snap-frozen in iiquid nitrogen, powdered over iiquid

nitrogen, and hornogenized in 15 ml of a 12% PA solution at O °C using a motor

driven polished glass tube-Teflon pestie homogenizer. The homogenate and the blood
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samples were centrifuged at 40,000 g for 15 mm; the supernatants were placed in an

ice bath, and neutralized to pH = 7.0 with KOR. The precipitated KC1O4 was

sedimented by centrifugation (40,000 g for 15 mm), and supernatants were

lyophilized.

Brai,, water

Water content of the brain samples was measured gravirnetrically using a

density gradient of bromobenzene-kerosene precalibrated with K2S04 as previously

described (Marmarou et al., 1978). The resuits were expressed as percentage of water

content. Eight measurernents were made per animal, and values were arithrnetically

averaged.

A,,rn,oi,ia coilcentratioli

Plasma ammonia concentrations were estirnated using a commercial ammonia

test kit, which uses an ion-exchange method, followed by colorimetric measurement

of ammonia nitrogen with the Bertholet phenate-hypochiorate reaction (Dienst.,

1961).

NMR spectroscopy

The lyophilized PA extracts ofbrain tissue and blood plasma were redissolved

in 0.6-0.8 ml deuterium oxide (D20) and centrifuged. Prior to the NMR analysis the

pH was adjusted to 7.0 with deuterium chloride (DC1) and NaOD. ‘H- and ‘3C-NMR

spectra were recorded on Bruker DRX 600 or AMX 360/AM 360 spectrometers,
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operating at frequencies of 600 MHz or 360 MHz for ‘H-, and 150.9 MHz or 90.5

MHz for ‘3C-measurements.

‘H-NMR spectra were recorded with a 5-mm H,C,N inverse triple resonance

probe, 400 accumulations, repetition tirne 15 s, spectral width 7183 Hz (DRX 600) or

3623 Hz (AM/AMX 360), data size 16 K, zero fihling to 32 K. Chemical shifis were

referenced to lactate at 1.33 pprn.

‘3C-NMR spectra were recorded with a 5-mm ‘H/’3C dual probe, 10,000

accumulations, repetition time 2.5 s, composite pulse decoupling with WALTZ-16,

spectral width 47,6 19 Hz (DRX 600) or 20,833 Hz (AM/AMX 360), data size 32 K

(16 K), zero fihling to 64 K (32 K). Chemical shifts were referenced to the C-3 signal

oflactate at2l.3 pprn.

Quantfïcation ofmetabotite coltcentrations

Lactate concentrations were determined enzyrnatically (adapted for

measurernent in 96-well microtiter ELISA plates) using a commercially available kit

according to the recommendations of the supplier (Roche Molecular Biochernicals,

Mamiheirn, Germany). The concentrations (jirnol/g tissue) of other unlabelled

metabolites and their pool sizes ([‘3Cj + [‘2C]) were determined from fully relaxed

‘H-NMR spectra of blood and brain extracts, obtained afier injection of [1-

‘3C]glucose or equivalent arnounts of unlabelled glucose, using 3-trirnethylsilyl-

[2,2,3,3,2H4]propionic acid (T$P) as an external standard or using known lactate

concentrations as internal standard.
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Calci,tatioiz offractional ‘3c—e,zrichments

The ratio of [3-13C]lactate to the concentration of unlabelled lactate (tracer

tracee ratio or ‘fractional ‘3C-enrichment”) was calculated from 1H-NMR spectra by

integration of peak areas of both ‘H-’3C satellite signais and the ‘H-’2C signal

(unlabelled lactate) ofthe methyl groups (Fig. 1):

area (1H-’3C)
fractional ‘3C-enrichrnent = x 100 (1)

area (1H-’2C)

The sum (area (‘H-’2C) + area (1H-’3C)) is equivalent to the pool size of

lactate, rneasured enzymatically. The valties were coiiected for 1.1 % natural

abundance E3C in unlabelled lactate. ‘3C in [1-13C]glucose was calculated in the sarne

way using the H1Œ glucose resonances in ‘H-NMR spectra. The fractional ‘3C-

enrichrnent of each carbon of other metabolites is derived from peak area ratio of the

‘3C-labelled carbonlnatural abundance carbon (Badar-Goffer et al., 1991):

AMet Ata. (Met)
EMet (%) = X 100 (2)

An.a. (Met)

In the equation, AMCt represents the 13C carbon peak area ofthe metabolite of

interest, and A11. the signal intensity due to natural abundance ‘3C in the unlabelled

metabolite. The ‘3C signal intensities were corrected for NOE (Nuclear Overhauser

Enhancernent) and naturally abundant 13C (1.1%) in the ‘3C-labelled metabolite. The

natural abundance ‘3C contributing from the unlabelled metabolite to the total
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intensity (Ana. (Met)) was deterrnined using the known ‘3C-enrichrnent and natural

abundance of lactate as internai standard by conversion of equation 2 for FLac and

relation to the concentrations ofthe unlabelled metabolites determined from 1H-NMR

spectra:

ALac • [Met]
AHi (Met) = (3)

(FLac + 1) • [Lac]

In the equation, ALac represents carbon peak area of lactate, [Lac] or [Met]

the concentrations of unlabelled lactate and the metabolite of interest, respectively,

and FLac the fractional 13C-enrichment of lactate. The absolute arnount of 13C in a

specified carbon position (absoiute synthesis from [1-’3C]glucose; mrnol/g wet

weight) is the product of the unlabelled metabolite (rnmol/g wet weight) tirnes the

fractional ‘3Ceiriclieiit

Statistical anatysis

The NMR studies were carried out on groups of eight hepatic devascularized

rats, four rats at corna stage of encephalopathy and four rats at precorna stage, and on

four sharn-operated controls. Data are expressed as mean ± SD values obtained from

the indicated number of rats. Data between individual groups were analyzed using

ANOVA and post-hoc Tukeys test. Differences were considered significant whenp <

0.05 (t significantly different from sharn-operated controls; significantly different

at cornaversus precorna stages; ***p <0.001; **p <0.01, p <0.05).
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RESULTS

Ainmoitia concentratioits and brain water content

Rats with ALF manifested 1 0-fold increased plasma ammonia concentrations

(512.2 + 29.6 and 638.2 ± 34.8 jig/dl at precoma and corna stages, respectively).

Brain ederna was evident in rats at corna stages showing an increase of brain water

content to 8 1.74% cornpared to sharn-operated controls (80.22%) (F <0.01).

Brai,, aitd plasma glucose concentrations

Table 1 shows the arterial glucose concentrations determined irnmediately

before and 15 min afier injection of [1-’3C]glucose. Neither total glucose levels nor

fractional 13C-enrichments in plasma glucose were significantly different in the three

experirnental groups.

Table 1: Concentration and fractional 13C-enrichment in plasma j1-13C1lucose.

Total concentration (tmol/L)

Before injection of Il- After injection of I1-’3C1 Fractional 13C
13C1 Glucose Glucose fnrichment

T0 T=l5min T=l5min

Sham 6.39± 0.40 6.78± 0.33 23.21 + 1.71

Precoma 6.59 + 0.48 6.33 + 0.47 24.74 + 2.62

Corna 6.66 + 0.67 6.26 ± 0.49 25.91 + 2.94

Note: The concentrations and fractional ‘3C-enrichments in arterial [1-
13C]glucose ({‘3CJ/[’2C]) were obtained by the glucose oxidase method and by
integration of the respective signais in 1H-NMR and ‘3C-NMR spectra of blood
plasma extracts obtained from sham-operated controls, and from rats with ALF at
precoma- and corna stages. Values represent means + SD for n = 4-8. The differences
between the experirnental groups were flot significant.
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Changes in tactate and amiito acid concentratioits in plasma and brabt of rats with

ALF in relation to tue severity ofencepltalopathy and brai,, edenta

A
ALF-coma

JLÀLL
Lac

[‘H’’C] [‘H—’2C} [‘H—’C]
ALF-precoma

NAA +

N\AG

Gin
ç) rr,

Z Gix
NAA+ Glu GABA Ma

—_i -

B
s ha m

ppm 25 2.0 1.5

Figure 1: 1H-NMR spectra cf brain extracts.
Segments cf 1H-NMR spectra cf brain extracts obtained from a sham-operated
control, and from rats with ALE at precoma- and coma stages. Peak assignments:
Ala, alanine; Lac, lactate (‘H-12C) and (1H-13C) (the large doublet splitting, J = 128
Hz, represents 13C-labeled lactate); NAA: N-acetyl-aspartate; Gix: glutamine plus
glutamate; GABA: y-aminobutyric acid; Glu: glutamate; Gin: glutamine; Asp:
aspartate
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Changes in the concentrations of lactate and alanine and of the TCA cycle

related arnino acids glutarnine, glutamate, and GABA (Table 2), were calculated from

‘H-NMR spectra (Fig. 1). In rats stibjected to HAL, the brain concentrations oflactate

increased in relation to the severity of encephalopathy at precoma- and corna stages

to 145% and 180% of sham-operated controls, respectively (P <0.01).

Table 2: Concentrations of plasma and brain metabolites.

Sham Precoma Coma

Brain (trnol/ g wet weight)
Lactate 11.85 + 1.48 17.07 ± 0.74 21.34 ± 2.95
Alanine 3.68 + 0.39 4.95 + 1.19 6.01 ±0.72 tNS

Glutamine 5.20 ± 0.46 23.45 ± 2.19 22.55 ± 1.19 NS

Glutamate 10.02 ± 0.69 9.36 ± 0.94
*NS

7.28 ± 0.37 tNS

GABA 2.46 ± 0.29 2.29 ± 0.33
*NS

2.42 ± o.i tNS

Plasma ()lrnol/ mL)
Lactate 1.26+0.15

141017*NS 2.17+0.23tH
Alanine 0.33 ± 0.05 1.54 ± 0.12 1.81 ± 0.20 (

Glutamine 0.67 ± 0.08 3.26 ± 0.37 3.77 ± 0.42 t1NS

Glutamate 0.18 ± 0.02 0.48 ± 0.06 0.41 ± 0.06 t1NS

GABA ND ND ND
The concentrations cf the metaboiites were caicuiated by integration of the

respective signais in 1H-NMR spectta cf brain and blood piasma extracts obtained
from sham-operated controls, and from rats with ALF at precoma- and coma stages.
Values represent means ± SD for n 4.

Abbreviations: NS, flot significant, ANOVA; ND, flot detectabie.
* significantly different from sham-operated controis.
t significantly different at coma versus precoma stages; p < 0.05 § p <

0.01 ; p <0.001.

Alanine increased to 135% (P < 0.05) at precoma stages, and to 165% (P <

0.0 1) cornpared to sharn-operated control values. In contrast to lactate, glutamine

increased to a comparable extent in rats at both precorna and corna stages compared

to sharn-operated controls (P < 0.001). Glutamate decreased only at coma stages to

70% of control (P < 0.01), whereas brain GABA levels were unchanged in both

groups. Increased concentrations of alanine, lactate, and glutamine, with the latter
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showing no significant difference between the precoma and coma stage, were

observed also in blood plasma of rats subjected to HAL.

Labellng ofmetabotitesfrorn f1-’3CJglttcose: theoretical consideratioits

I 1-’CIgIucose

6
CH 0H

H 0H

HO\H

H3

gjlysis

LDH ALAT
13-3Cllactate 4 13-13Clpyruvate t3—’3C]aIaiine

PDH PC (astrocytes)

Acetyl-C0A 4

oxaloacetate oxaloacetate

TA TCA
malate citrate malate citrate

cycle cycle

4-’3CIa-ketogluta rate I2_UC_ketogIutarate

GDHI GDH
I GAD GAD
“ (neurons) V O,et1rous

14-’3Clglutamate
— (2-’3CGABA 12-’3Cjglutaniate —+ I4-’3CIGAB1

GS GS
(ustrocytes 4, (astrocytes)

I 4-’3C gluta mine 12-’3C1 gluta mine

Figure 2: Metabolic fate of 13C-label from 1-13C-glucose.
Label distribution in lactate, alanine and TCA cycle intermediates from [1-’3C]-
glucose. Only one TCA cycle turn is consideted. The label distribution after entry 0f

13C-labeled pyruvate via pyruvate carboxylase (PC) and pyruvate dehydrogenase
(PDH) s presented; the label distribution arising via equilibration of oxaloacetate with
fumarate is omitted for clarity. GABA: y-aminobutyric acid.
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The metabolic pathways whereby [1-13Cjglucose is transformed into various

metabolites are presented schematically in Figure 2.

Afier injection of [1-’3C]glucose, glycolytic and TCA cycle intermediates are

labeled in different carbon positions, depending on the metabolic pathway.

Via glycolysis, the ‘3C-label in glucose becomes the C3-position in pyruvate.

Subsequently, [3-13C]pyruvate is either transaminated to [3-’3C]alanine, or reduced to

[3-’3C]lactate. Alternatively, [3-13C]pyruvate may enter the TCA cycle via the

anaplerotic pathway (via pyruvate carboxylase, PC) or the oxidative pathway (via

pyruvate dehydrogenase, PDH). In the anaplerotic pathway, C-3 of oxaloacetate is

labeled followed by glutamate and glutarnine (Glx) at C-2 (via equilibration of

oxaloacetate with furnarate, Gix is also labeled at C3 (ornitted for clarity)). In the

oxidative pathway, pyruvate enters the cycle as [2-’3C]acetyl-C0A via PDH. Glx is

rnono-labeled at C-4 during the first TCA turn and double-labeled afier the second

turn (omitted in figure 2). The order of labeled carbons is reversed in the case of

GABA (i.e. the labels in [2(4)-’3C]glutamate end up subsequently in [4(2)-

13CÏGABA). The isotopomers arising from the first turn of the cycle via PC or PDH

are observed as singlet signais (i.e. rnonolabeled metabolites) in ‘3C-NMR spectra.

[1-’3CJg!itcose metabolisin to lactate.

In ‘H-NMR spectra, unlabeled lactate can be distinguished from ‘3C-labeled

lactate showing an additional doublet spiitting arising from ‘H-’3C coupling (Fig. 1).

From these resonances together with measurement of the pool size of lactate, ‘3C-

labeled lactate and its fractional 13C-enrichrnent ([3-13C]/[’2Cjlactate; indicating
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relative de novo synthesis) were calculated and cornpared with changes in the total

concentration oflactate ([‘2C] + {3-13Cjlactate) (Fig. 3).
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Figure 3: Concentrations and 13C-enrichments cf lactate.
Fractional 13C-enrichments, and amounts cf 13C-Iabeled lactate and cf
[13CJ+[12C]lactate were obtained from 1H-and 13C-NMR spectra cf brain extracts from
sham-operated controls, and from rats with ALF at precoma- and coma stages 15
min after injection of [1-13CJglucose. Values represent means ± SD for n = 4 (t
significantly different from sham-operated controls; t significantly different at coma
versus precoma stages; p < 0.001; ** p < 0.01, * p < 0.05; ANOVA).

When ALF rats lost their righting reflex (precoma stage), ‘3C-labeled lactate,

synthesized from [1-13C]glucose, increased more than two-fold. A further increase to

> 400% of sham-operated control values was observed 12-14 hours afler HAL (corna

stage). The changes in de novo synthesis of lactate differed significantly between

these groups (P < 0.001). Due to less changes in its total concentration, the fractional

‘3C-enrichment in lactate was increased to 155% and 250% of control at precorna
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and coma stages (F < 0.01), respectively. The ‘3C-enrichrnent ([‘3C]/[’2C]in biood

plasma was very low (< 0.5%) compared to brain tissue (6.5%), and no changes in [3-

13Cjlactate were observed afler HAL in either precoma or coma groups of animais.

[1-’3C]ghtcose metabolisin to arnino acids

Figure 4: 13C-NMR spectra cf brain extracts.
13C-NMR spectra cf neutralized PCA extracts cf brain obtained from a sham
operated control, and rats with ALE at precoma- and coma stages 15 min after
injection cf [1-13CJglucose. Peak assignments: see legend te Fig. 1.
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The relative ‘3C-enrichments (%) and total amounts of newly synthesized

metabolites other than lactate were calculated from ‘3C-NMR spectra (Fig. 4 and 5).
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Figure 5: 13C-label incorporation into alanine, glutamate and glutamine.
Concentrations cf 130 (imol/g tissue) (A) and fractional 13C-enrichments ([13CJ![12CJ)
(B) in individual carbon positions cf alanine, glutamate and glutamine labeled 15 min
after injection of [1-13C]glucose were calculated from 13C-NMR spectra cf brain
extracts from sham-operated controls, and from rats with ALF at precoma- and coma
stages. Values represent means ± SD for n = 4 ( significantly different from sham
operated controls; significantly different at coma versus precoma stages; ‘ p <

0.001 ;* p < 0.05; ns, net significant; Student’s t-test).
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As observed for de novo synthesized lactate, ALF resulted in an increase of

both the amount of [3-’3C]alanine and its fractional 13C-enrichment to 320% and

250%, respectively, ofcontrol values at precorna stages and with further 6-fold and 4-

fold increases at coma stages (F < 0.001).

Consistent with a substantial increase in the pool size of glutamine, the

precoma- and coma stages ofALF were both associated with a significant increase of

the total de novo synthesis of glutarnine from [1-’3C]glucose to >600% and >900%

for the C-4 and C-2-positions, respectively (F < 0.00 1), as well as significant changes

in the fractional 13C-enrichrnent in glutarnine (F <0.001).

At corna stages, a concomitant decrease of [4-’3C]glutamate synthesis to 60%

of sharn-operated control values (F < 0.001) was observed, while no changes were

detected for the C-2 position. No changes were observed for de novo synthesized

GABA at either precoma- or corna stages of encephalopathy. Only minor arnounts of

‘3C-Iabelled amino acids and no differences between the experimental groups were

NMR detected in blood plasma 15 min afier {1-’3Clglucose injection.

Relative contribution ofPC and PDH to glutamate and gtutamine synthesis

Comparison of the ‘3C-label in different carbon positions in glutamine and

glutamate provides information on the relative contribution of the anaplerotic

compared to the oxidative pathway. An exact quantification of the relative

contribution ofthe anaplerotic pathway is difficuit, as the label in Gix at C-2 and C-3

may arise both via PC-mediated entry of pyruvate into the TCA cycle as well as

during the second turn via PDH. As no double-labeled isotopomers were observed 15

min afler [1-’3C]glucose injection, the relative flux of label through PDH versus PC
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was estimated as the ‘3C-4/’3C-2 ratio in Gix (Fig. 6). In sham-operated controls, the

ratio of 13C-4/13C-2 in glutamate is higher than in glutarnine (3.42 + 0.25 versus 2.14

+ 0.17), consistent with rnainly neuronal glutamate (PDH) and astrocytic glutamine

(PC) synthesis from glucose. The greater increase of ‘3C-2 in glutarnine cornpared to

at precorna- and corna stages indicates a relative activation of PC to 132% and

156%, respectively, cornpared to sham-operated controls.

precoma stages

Figure 6: Relative contribution of flux through PDH versus PC.
The relative contribution of the oxidative (PDH) compared to the anaplerotic pathway
(PC) to incorporation of 13C-label from [1-13CJglucose into glutamate were calculated
from 13C-NMR spectra of brain extracts as ratio of 13C-4113C-2 in glutamate. Values
are given as % of sham-operated controls and represent means ± SD for n 4 (t
significantly different from sham-operated controls; t: significantly different at coma
versus precoma stages; p < 0.001; ** p < 0.01 ns, flot significant; ANOVA).

Ï
t ils

100 -

95

90

$5 -

$0 -

75 -

70 -

65 -

60

55

ri

-

o
u o

coma stages

I
t

t **



100

On the other hand, the contribution of oxidative metabolism (via the PDH

pathway) to glutamate synthesis decreased significantly at corna stages cornpared to

precoma stages (P < 0.0 1).

Signîcance of changes iii tue syittltesis rate of ‘3c-tabe!ed ntetabotites froïi, [1-

‘3cjgtttcose

In contrast to absolute concentrations, the fractional ‘3C-enrichment in

metabolites gives information on the relative significance of de novo synthesis during

[113 C] glucose metabolism. The increase of metabolite concentration was in the order

glutarnine > lactate > alanine. In contrast, although the fractional 13C-enricbment in

plasma [1-13Clglucose was comparable in ail groups (Tab. 1), the increase of the

fractional 13C-enrichment in metabolites of glucose showed the reverse order,

consistent with a relative stimulation of glycolytic compared to TCA cycle flux at

corna stages of encephalopathy. To compare [‘3CJmetabolite synthesis with plasma

[113C glucose, the fractional 13Ce1M•ic1ents in metabolites were additionally

divided by the fractional ‘3C-enrichment in plasma [1-’3C]glucose. The relative

changes of this pararneter in the experimentai groups and their significance cornpared

to sham-operated controis were in the same range as the values shown in Figure 3 and

5 (data not shown), which supports selective differences in glucose metabolisrn in

ALF.

DISCUSSION

The hepatic devascularized rat is a well-validated experimental animal model

of ALF which recapitulates the major features of ALF in humans (Swain et al.,
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1 992b) including severe encephalopathy, cytotoxic brain ederna, sustained

hyperammonernia and characteristic plasma and brain amino acid profiles (Mans et

al., 1994; Swain et al., 1992b). Resuits ofthe present study using this animal mode!

reveal significant alterations in brain metabolite concentrations and in their synthesis

from ‘3C-glucose. for example, de novo synthesis of ‘3C-labeled glutamine ftom

glucose is increased at both precorna and coma stages of encephalopathy cornpared to

sharn-operated controls. These findings confirrn and extend those of previous

biochernical and spectroscopie studies in cerebrospinal fluid and brain tissue from

experimental animal models of ALF due to hepatectomy (Hoimin et aI,. 1983),

hepatic devascularization (Swain et al., 1992a; Mans et al., 1994; Michalak et al.,

1996) or toxic liver injury (Peeling et al., 1993), in autopsied brain tissue from

patients with ALF (Record et al., 1976), as well as in astrocytes afier exposure to

ammonia (Norenberg et ai., 1994; Zwingrnann et al., 1998).

Ammonia is detoxified in brain mainly by glutamine synthetase, an astrocytic

enzyme. Increased brain glutarnine has been demonstrated by in vivo 1H-NMR

spectroscopy in animal models (Bates et al., 1989; Bosman et al., 1990) and in

patients with ALF (Gupta et al., 1993; McConnell et al., 1995). Results ofthe present

study show that brain glutamine concentrations as well as its biosynthesis from

glucose either via entry of pyruvate into the TCA cycle through pyruvate

dehydrogenase (PDH), or via pyruvate carboxylase (PC), an astrocytic enzyme, is not

further increased at coma (versus precoma) stages of encephalopathy. These findings

suggest that there is a limit in the capacity for glutamine synthesis in brain in ALF.

Previous studies also support this contention. For example, Cooper et al. in 1985

showed that the acuteiy hyperammonemic rat brain does flot adapt to prolonged



102

hyperammonemia by increasing its glutamine synthetase activity (Cooper et al.,

1987). More recently, in the sanie experimental model of ALF to the one used in the

present study, glutamine synthetase rnRNA and activity in brain were unchanged

despite increased circulating ammonia concentrations (Desjardins et al., unpublished

results). It had been previously suggested that increased synthesis of glutarnine in

astrocytes was a major cause of cell swelling leading to brain edema in this model of

ALF (Cordoba et al., 1996; Blei, 2001). However, resuits of the present study

showing no further significant increases of astrocytic glutamine synthesis at coma

stages of encephalopathy (despite further increases of circulating ammonia and of

brain water content) suggest that the osmotic effect of glutamine accumulation in the

astrocytes may flot be the major cause of ccli swelling at least at late stages of ALF

due to hepatic devascularization.

The astrocytic location of glutamine synthetase (Norenberg et ai., 1979)

determines the operation of an intercellular giutamine cycle, in which glutamine is

released from astrocytes to the extracellular fluid to be taken up into neurons, where

it is converted to neurotransmitter glutamate by the action of glutaminase. Following

neuronal depolarization, glutamate is released from nerve terminais and subsequently

taken up by astrocytes again where it is converted to giutarnine. Results of the present

1HNMR study reveai that brain glutamate concentration is decreased in ALF rats, a

finding which is consistent with previous biochemical studies in this animal model

(Swain et ai., 1992a; Mans et al., 1994). Moreover, isotoporner analysis of 13C-NMR

spectra shows that synthesis of [4-’3C]-glutarnate, which involves flux of carbon

through PDH (pyruvate oxidation), is selectively decreased at coma stages, whiie

synthesis of {2-13C]-giutamate (via PC in astrocytes) remains unchanged at both
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precorna and corna stages of encephalopathy in ALF rats. These findings suggest that

the decrease in brain glutamate in human and experimental ALF is the result of

irnpaired oxidative metabolisrn in neurons resuiting in decreased de novo synthesis of

glutamate from glucose. Since neuronally-released glutamate is taken up by

astrocytes as a substrate for glutamine synthetase (McKenna., 1996), reduced

synthesis of neuronal glutamate could potentially limit ammonia removal (glutamine

synthesis) by the astrocyte.

In contrast to glutamate and glutarnine, no significant alterations in the de

novo synthesis of brain GABA fiom glucose were apparent at any stage of ALF.

These findings extend those of previous reports in which both whole brain ($wain et

al., 1992a; Mans et al., 1994), cerebrospinal fluid (Swain et al., 19925) and

microdialysate (Michalak et ai, 1996) concentrations of GABA were unchanged in

this animal model of ALF. A lack of alterations of brain GABA Sas also been

reported in hepatectomized rats (Holmin et al., 1983) as well as in cerebrospinal fiuid

(Moroni et al., 1987) or autopsied brain tissue (Record et al., 1976) from patients who

died in ALF.

Direct measurernents of high energy phosphates in brain in experimental ALF

have failed to show loss of ATP (Holmin et al., 1983; Mans et al., 1994) and studies

using ‘H- and 31P-NMR have likewise yielded negative findings (Bates et al., 1989;

Deutz et ai., 198$; Fitzpatrick et al., 1989; Friolet et al., 1989). On the other hand,

there is evidence to suggest that flux through the TCA cycle is decreased and

glycolytic flux is concomitantly increased in brain in ALF. Consistent with this

possibility, brain lactate concentrations have been consistently found to be increased

in various animal models ofALf (Holmin et al., 1983; Mans et al., 1994; Peeling et
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aI., 1993; Bates et ai,, 1989; Deutz et aI., 1988) as weil as in brain extracellular fluid

in the same animal model of ALF used in the present study (Michaiak et ai, 1996)

and in human ALF brain (Tofteng et ai., 2002). Furthermore, EEG changes in ALF

rats are significantly correiated with the increased brain lactate concentrations (Deutz

et ai., 1988). Resuits of the present study add two new dimensions to this issue.

Firstiy, ALF resuits in increased de novo synthesis of iactate from glucose in brain,

and, more importantly, the degree of increase in lactate synthesis correlates with

severity of encephaiopathy and brain edema in ALF. It is therefore conceivable that

increases in brain iactate contribute to the pathogenesis of brain edema in ALF. In

support of this possibiiity, elevated brain lactate was previousiy found to be

associated with intracraniai hypertension and poor neurological outcome during ALF

in dogs Nyberg et al., 199$) and exposure ofcuitured astrocytes to lactate resuits in

significant ccii sweiling (Staub et al., 1990). Furthermore, miId hypothermia resuits

in the prevention of brain edema and in normalization of cerebrospinal fluid lactate

concentrations in rats with ALF (Chatauret et al., 2001). Brain edema and the

resuiting increased intracraniai pressure constitute a major cause of death in patients

with ALF (Cordoba et al., 1995; Larsen et ai., 2001). The cause ofthe decreased TCA

cycle flux and subsequently increased lactate production in brain in ALF is unknown.

However, brain ammonia increases to miilimolar levels in experirnental ALF (Swain

et al., 1992a; Mans et al., 1994), and comparable concentrations of ammonia cause

inhibition of Œ-ketoglutarate dehydrogenase (Lai et ai., 1986), a rate-lirniting TCA

cycle enzyme. Ammonia has aiso been shown to stimulate the glycolytic enzyme

phosphofructokinase (Lowry et al., 1966).
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In summary, the combination of ‘H-and ‘3C-NMR spectroscopy has been used

in the present study to measure brain glucose metabolisrn and arnino acid synthesis as

a function of the severity of encephalopathy and brain edema in rats with ALF due to

hepatic devascularization. 1H-NMR studies revealed increased brain concentrations

of glutarnine, lactate and alanine confirming and extending the resuits of previous

biochernical studies. [‘H-’3C]-NMR isotoporner analysis showed a selective increase

of de novo synthesis of lactate, alanine and glutarnine from [1-’3C]glucose, and adds

additional insights into metabolic alterations in ALF. While synthesis of lactate and

alanine was conelated with severity of encephalopathy and brain edema; increased

glutarnine synthesis showed no such correlations, consistent with a relative

stimulation of glycolytic compared to TCA cycle flux at corna stages of

encephalopathy. In addition, the NMR study using [l-’3C]glucose reveals that the

selective decrease in brain glutamate at corna stages xvas principally the resuit of

decreased flux of glucose through pyruvate dehydrogenase mainly in the neuronal

cornpartment. These findings obtained by [1H-’3C]NMR suggest that alterations of

cellular glucose- and energy metabolisrn rather than the intracellular (astrocytic)

accumulation of glutarnine are the major cause of encephalopathy and brain edema in

this model of ALF. Future real-tirne studies of metabolic rates using NMR

spectroscopy and stable isotopes (particularly ‘3C) rnay be potentially useful in the

study of the dynamics of brain metabolisrn in patients with ALF.
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ABSTRACT

Background & Aims: Mild hypothermia has a protective effect on brain edema and

encephalopathy in both experirnental and hurnan acute liver failure. The goals of the

present study were to examine the effects of rnild hypothermia (35°C) on brain

metabolic pathways using combined ‘H and ‘3C-Nuclear Magnetic Resonance

spectroscopy, a technique which allows the study flot only of metabolite

concentrations but also their de novo synthesis via ceil-specific pathways in the brain.

Meihods: ‘H and ‘3C NMR spectroscopy using [l-’3C]glucose was perforrned on

extracts from frontal cortex obtained from groups of rats with acute liver failure

induced by hepatic devascularization whose body temperature was rnaintained either

at 37°C (normothermic) or 35°C (hypothermie), and appropriate sham-operated

controls. ResuÏts: At corna stages of encephalopathy in the normotherrnic acute liver

failure animais, glutamine concentrations in frontal cortex increased 3 .5-fold

compared to the sham-operated controls (p<O.001). Comparable increases in

glutarnine were observed in hypothermic animais despite the absence of severe

encephalopathy (coma). Concomitant to decreased glucose oxidative metaboiism in

normothermic groups of acute liver failure, glutamate and aspartate concentrations

were respectively decreased to 60.9% ± 7.7% and 42.2% + 5.9% (p<O.Ol;p<O.00I)

compared to control and were restored to normal values by miid hypothermia.

Concentrations of lactate and alanine in frontal cortex were respectively increased to

169.2% + 15.6% p<0.001) and 267.3% + 34.0% in normothermic rats compared to

controls. Noticeable, de novo synthesis of lactate and alanine increased to 446.5% +

48.7% (p<O.00l) and 707.9% + 65.7 p<0.001), respeetiveiy, resuiting in increased

fractional in these cytoso lic metabol ites. Again, these selective
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changes of glycolytic glucose rnetabolism were prevented by mild hypothermia.

Conclusions: Mild hypothermia (3 5°C) prevents the encephalopathy and brain edema

resulting from hepatic devascularization, selectively normalizes lactate and alanine

synthesis from glucose, and prevents the impairment of oxidative rnetabolisrn

associated with this mode! of ALF, but has no significant effect on brain glutamine.

These findings suggest that a deficit in brain glucose metabolisrn rather than

glutamine accumulation is the major cause of the cerebral manifestations of acute

liver failure.
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INTRODUCTION

The principal cause of rnortality in patients with acute liver failure (ALf) is

brain herniation resulting from intracranial hypertension caused by a progressive

increase of brain water content (Blei., 1991). The pathophysiologic mechanisms

responsible for brain ederna in ALF have not been fully elucidated; however,

ammonia remains the prime candidate. Hyperammonernia is invariabiy observed in

ALF and a recent study revealed a significant correlation between arterial ammonia

concentrations and the complication of brain herniation in patients with ALf

(Clemmensen et al., 1999). Ammonia-related mechanisms which have been proposed

to explain the encephaiopathy and brain ederna in ALF include direct

electrophysiologic actions of the ammonium ion on excitatoiy/inhibitory

neurotransmission (Szerb., 1992), osmotic effects resulting from the cerebrai

accumulation of the ammonia detoxification product, glutarnine (Cordoba et ai,.

1996) as well as effects of ammonia on cerebral energy metabolism (Rao et al.,

2001), astrocytic glutamate transport (Knecht et al., 1997) and glutamate NMDA)

receptors (Kosenko et al., 1994; Michalak et al., 1996).

Mild hypothermia prevents brain edema in both experimental (Traber et ai.,

1989; Rose et al., 2000; Chatauret et ai., 2001) and hurnan (Jalan et ai., 1999) ALF.

Not only do these findings herald the possibility of new approaches to the

management of patients with ALF, they also provide an important research tool with

which to investigate basic mechanisrns responsible for brain edema and

encephalopathy in ALF. The goals of the present study, therefore, were to study the

effects of rnild hypothermia (35°C) on brain metabolic pathways, i.e. glucose

rnetabolisrn, using cornbined ‘H and ‘3C-Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
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spectroscopy, a technique which facilitates the study flot only of metabolites but also

their de novo synthesis and celi-specific pathways (Zwingmaim et aI., 2003) in the

brain.

Materials and Methoils

Experimeittai ait 1mai mode! of acute liverfaitttre (ALI)/surgicat procedttres.

ALF was induced in aduit male Sprague-Dawley rats (175-200 g) by

portacaval anastornosis (PCA) according to the guidelines of Lee and Fischer (Lee et

aI., 1961) foilowed by hepatic artery ligation (HAL). In brief, the rats were

anesthetized with halothane, the inferior vena cava and portai vein were isoIated, the

inferior vena cava was partiaiiy clamped (anastornosis ciarnp, Roboz Instruments mc,

Washington, D.C.), and an elliptical piece of vein 1.5 times the portai vein diarneter

was removed. The portai vein was ligated and eut, and an end-to-side anastornosis

was performed under a dissecting microscope. Total surgery time was < 1 5 min.

Sham-operated control rats, rnatched for weight, were similarly anesthetized, a

iaparotorny was performed, and the inferior vena cava and portai vein were occiuded

for 15 min. Following surgery, ail animals were housed individuaily under constant

conditions of temperature, humidity, and light cycles and were aiiowed free access to

standard laboratory chow and water. Overail rnortaiity for shunted rats was iess than

5%. Fourty eight hours afier PCA surgery, animais were anesthetized with halothane

and subjected to hepatic artery ligation (HAL) or laparotomy (controls). Following

HAL, body temperatures were monitored continuousiy and maintained at either 35 oc

(hypothermie) or 37 °c (normothermic) by means of thermal pads and heating larnps.

Animais were assessed neuroiogicaiiy every 30 min during progression of ALF.
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Animais that could no longer right thernselves afier being placed on their backs were

considered to be in precorna stage; animais in which both righting abiiity and corneal

reflex could not be elicited were considered to be in coma. Hypothermic rats were

killed at the same time post-HAL as the comatose normothermic rats. Ail animais

received humane care according to the criteria outlined in the “Guide for the Care and

Use of Laboratory Animais” prepared by the National Acaderny of Sciences and

published by the National Institutes ofllealth NIH publication 6-23 (revised), 1985).

Con trot ofarteria! gtttcose concentrations and administration offl-’3CJglucose.

Arterial blood glucose levels were monitored every hour and glucose was

administered subcutaneously as needed to maintain normoglycemia. To ensure the

sarne fractional ‘3C-enrichrnent in glucose entering the brain, blood glucose levels

were adjusted to equal levels in ail experimental groups irnmediately before

administration of [1-’3Cjglucose (6.62 + 0.49, 6.48 ± 0.52 and 6.80 ± 0.61 mM in

normothermic controis, in normothermic ALF rats and hypothermic ALF groups,

respectively). Afier administration of [1- 13C] glucose, the fractionai enricbments in

blood glucose ([Ï-’3C]/[’2Clglucose), determined from ‘H-NMR spectra were not

significantiy different between the experimentai groups (24.55 ± 2.05, 25.09 ±1.81

and 22.92 ± 1 .97 in sham operated controis, in normothermic and hypothermie ALF

groups, respectiveiy).

Preparation of brain extracts

Sham-operated control rats and hepatic devascularized rats maintained at 37°C

at coma stages (normothermic ALf rats) or at 35°C (hypothermie ALf rats) at
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comparable post-surgery time points were administered [1-’3C]glucose (200 rng/kg,

IP.; Cambridge Isotope Laboratories, Andover, USA) and killed 15 min later by

decapitation. The bolus injection of glucose in unanaesthetized rats was chosen to

facilitate the study of metabolic changes in relation to neurological status and to

avoid hyperglycemic conditions. The blood was taken from the neck wound and

imrnediately mixed with 20% perchioric acid (PA). Forebrains were immediately

frozen in isopentane (at —80 °C), dissected over dry ice for the frontal cortex and

frozen in liquid nitrogen. The samples were powdered over liquid nitrogen. Blood

and tissue samples were extracted with 12% perchloric acid as previously described

(Zwingmaan et al., 2003).

Brai,, water

Water content of the brain (pcrcentage) was measured gravimetrically using a

density gradient of bromobenzene-kerosene precalibrated with K2S04 as previously

described (Marmarou et al., 1978). Eight measurements were made per animal, and

values were arithmetically averaged.

Ammonia Measiirernent

Plasma ammonia and cerebrospinal fluid ammonia concentrations were

estimated using a commercial ammonia test kit, which uses an ion-exchange method,

followed by colorirnetric measurement of ammonia nitrogen with the Bertholet

phenate-hypochlorate reaction (n= $ in each experimental group) (Dienst., 1961).
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NYR spectroscopy

The lyophilized PA extracts of brain tissue and blood plasma were dissolved

in 0.6 ml deuterium oxide (D20) and centrifuged. Prior to NMR analysis, the pH was

adjusted to 7.0 with deuterium chloride (DC1) and NaOD. ‘H- and ‘3C-NMR spectra

were recorded on Bruker DRX 600 or AVANCE NB360/WB 360 spectrometers,

operating at frequencies of 600 MHz or 360 MHz for ‘FI-, and 1 50.9 MHz or 90.5

MHz for ‘3C-measurernents. ‘H-NMR spectra were recorded with a 5-mm H,CN

inverse triple resonance probe, 400 accumulations, repetition tirne 15 s. spectral width

7183 Hz (DRX 600) or 3623 Hz (AM/AMX 360). Chernical shifis were referenced to

lactate at 1.33 pprn. ‘3C-NMR spectra were recorded with a 5-mm ‘H/’3C dual probe,

10,000 accumulations, repetition time 2.5 s, composite pulse decoupling with

WALTZ-16, spectral width 47,619 Hz (DRX 600) or 20,833 Hz (AM/AMX 360.

Chemical shifis were referenced to the C-3 signal oflactate at 21.3 ppm.

Meflsurernent ofmetabolite concentrations

Lactate concentrations were determined enzymatically (adapted for

measurement in 96-well microtiter ELISA plates) using a commercially available kit

(Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Germany). The concentrations (tmol/g

tissue) of other unlabeled metabolites and their pool sizes ([‘3CJ + [‘2C]) were

determined from fully relaxed ‘H-NMR spectra of blood and brain extracts, obtained

afier injection of or equivalent amounts of unlabeled glucose, using

the known lactate concentrations as an internal standard.
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Calctdatiou offractional ‘3—enrich uteit ts

The fractional ‘3C-enrichment in lactate was calcuiated as the ratio of [3-

‘3C]lactate to the concentration of uniabeled lactate by integration of the respective

peak areas ofthe methyl groups in ‘H-NMR spectra (Fig. 1):

area (‘H-’3C)
fractional ‘3C-enrichrnent = x 100 (1)

area (1H-12C)

The values were corrected for 1.1 % natural abundance ‘3C in unlabeled lactate. ‘3C

in [1-’3C]glucose was calculated in the sarne way using the Ria glucose resonances

in 1H-NMR spectra. The fractional 13C-enrichrnent of each carbon of other

metabolites was derived from peak area ratio of the ‘3C-iabeied carbonlnaturai

abundance carbon and using the known 13C-enrichrnent in lactate as internai standard

as described in detail previously (Zwingmaim et al., 2003; Zwingmann et aI:. 2000).

The absolute amount of ‘3C in a specified carbon position (absolute synthesis from

[1-’3C]giucose; trnol/g wet weight) is the concentration of the uniabeled metabolite

tirnes the fractional ‘3Ceiriclment

Theoretical labeling ofinetabo!itesftoin fl-’3CJglucose.

The metabolic pathways whereby the ‘3C-iabei from [1-’3Cjglucose is

transformed into various rnetaboiites are presented schernatically in Figure I

(Zwingrnarn et al., 2000). Briefly, via the glycolytic pathway, [1-’3C]glucose is

transforrned to [3- ‘3C]pyruvate, [3- ‘3Cjalanine and [3- ‘3C1 iactate. [3- ‘3C]pyruvate

may enter the TCA cycle via the anaplerotic pathway (pyruvate carboxylase, PC (or
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rnalic enzyme (ME)) or via the oxidative pathway (pyruvate dehydrogenase, PDH).

Via PC, glutamate and glutarnine are labeled at C-2. In the oxidative pathway,

pyruvate enters the cycle as [2-13CJacetyl-C0A, and glutamate and glutarnine are

rnono-labeled at C-4. The ratio of C4/C2 in glutamate and glutamine was used to

estirnate the relative contribution of the PDH versus the PC pathway. The order of

labeled carbons is reversed in y-aminobutyric acid (GABA) (i.e. the labels in [2(4)-

‘3C]glutarnate end up in [4(2)-’3C]GABA) (flot shown in Figure 1). Because we did

not observe double-labeled isotopomers, only 1 TCA cycle turn is shown in Figure 1.

Isotoporners arising from scrambling of the label within the TCA are ornitted for

clarity.

Statisticat anatysis

The NMR studies were carried out with sham-operated controls (n = 6) and 12

hepatic devascularized rats (n=6 normothermic ALF rats and n=6 hypothermie ALF

rats). Data are expressed as mean + SD. Data between individual groups were

analyzed using ANOVA and post-hoc Tukey’s test. Differences were considered

significant when p < 0.05 (t significantly different from sham-operated controls; :1:

significantly different between hypothermie and normothermic groups; p <

0.001; *p<o.05).
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Figure 7: Labeling cf metabolites from [1-13CJglucose: label distribution in glycolytic
and TCA cycle intermediates during metabolism cf [1-13CJglucose.
A single turn cf the TCA cycle from pyruvate via PC (pyruvate carboxylase) or PDH
(pyruvate dehydrogenase) to 2-oxoglutarate and subsequently glutamate and
glutamine s considered. A description cf the pathways leading to the different
isotopomers s provided in the text. LDH: lactate dehydrogenase; ALAT: alanine
aminotransferase; GAD: glutamate decarboxylase; GDH: glutamate dehydrogenase;
GS: glutamine synthetase.

RESULTS

Following hepatic devascularizatioin normothermic ALF rats (n8) developed

progressive encephalopathy consisting of loss of activity, Ioss of righting ability

(precoma stage), and loss ofcorneal reflex (coma stage at 13.4 ± 1.1 hours). At times
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when the normothermic ALF rats were cornatose, none of the hypothermic ALF rats

(n=8) had developed significant neurologicai symptoms. Hypothermic ALF rats

eventualiy becarne cornatose at 18.3 + 11h post-HAL, confirming a previous report

(Traber et ai, 1989). Plasma ammonia ieveis were not significantly different between

the 2 groups at any tirne point studied (Table 1) whereas CSf ammonia

concentrations were significantiy less (by 34%, p<O.OÏ, n=$) in the hypothermic than

in the normothermic ALF group at corna stages ofencephalopathy (672 + 73jig/dL vs

1007 + 781ig/dL) (Table 1). Normothermic ALF rats manifested increased brain water

content, whereas mild hypothermia leU to a significant attenuation of this increase

(sham, $0.22 + 0.12%; normothermic ALF rats, 81.74 + 0.13%; hypothermie ALF

rats, 80.48 + O.lS%; p<O.Ol compared with the normothermic ALF group, n=8 in

each group) (Table 1).

Table 1: Plasma and CSF ammonia and brain water content in ALF rats.

Normothermic HypothermieSham
ALF rats ALF rats

Plasma ammonia Qig/dL) 64.7 ± 9.5 640 ± 33.8 585.7 ± 34.2 °‘‘

CSF ammonia (tg/dL) 52.4 ± 9.5 1007 ± 77.8 a,b 671 ± 72.8

Brain water content (%) 80.22 ± 0.12 8 1.74 ± 0.13 a,b 80.4$ ± 0.15°

NOTE. Plasma and CSE ammonia, as welI as brain watet content, were determined
as described in the text in sham-operated control rats (n=8), and rats with ALE were
maintained at 37°C (ALE-coma) (n=8) or 35°C (ALE hypothermia) (n8). Values
represent means ± SD (asignificantly different from sham-operated controls;
csignÏficant differences between hypothermic and normothermic groups; b

< 0.001;
d <0.05; ns, flot significant; by ANOVA).

Brain amino acid concentrations

The concentrations of arnino acids reiated to the TCA cycle and

neurotransmitter rnetabolisrn, i.e. glutamine, glutamate, y-aminobutyric acid (GABA),
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aspartate as well as the neuronal marker molecule N-acetyl-aspartate (NAA) were

calculated from ‘H-NMR spectra (figures 2 and 3). At coma stages (10-12h afier

HAL) brain glutarnine concentrations were significantly increased both in the

normothermic and the hypothermic rats compared with controls (to 374% ± 31.0% p<

0.001) and 387% + 49.O%,p< 0.001 respectively; n=6).

ALF-35

ALF-37

I,

control NAA

GIn+GIu
NAA+As -Li_.

N\A Gin
j G.

i’o’ 2.8 27 2.6 2.5 2:4 2,3 22 2.! 20

Figure 2: 1H-NMR spectra cf brain extracts in ALF: effect cf hypothermia.
Figure shows typical segments cf 1H-NMR spectra extracts obtained from frontal
cortex cf a sham-operated control rat compared with rats with ALE maintained at
either 37 oc (ALE-37) or 35 °c (ALE-35). Peak assignments: GABA: y-aminobutyric
acid; Glu: glutamate; Gin: glutamine; NAA: N-acetyl-aspartate; Asp: aspartate.

Glutamate, aspartate and NAA concentrations in frontal cortex were

decreased in normothermic rats to 60.9% + 7.7% (p< 0.01), 42.2% ± 5.9% (p<O.00Ï)

and 70.7% + 7.0% p<0.0Ï), respectively, but normalized to control values under
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hypothermic conditions. GABA levels were unchanged in both normothermic and

hypothermic rats.

20

__________________________________________
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Figure 3: Concentrations cf brain amino acids in ALF: effect cf hypothermia.

Figure shows concentrations of amïno acids, calculated from 1H-NMR spectra cf

extracts obtained from frontal cortex cf sham-operated control rats (n=6) and cf rats

with ALF maintained at 37 oc at coma stage (n=6) and rats with ALF maintained at

35 oc (n=6). Values represent means ± SD for n = 6 (t significantly different from

sham-operated controls; significantly different between hypothermic and

normothermic groups; p < 0.001; **
p < 0.01, *

p < 0.05; ns, flot significant;

ANOVA).
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Figure 4: Brain lactate synthesis in ALE: effect cf hypothermia.
Left: segments cf 1H-NMR spectra cf brain extracts from frontal cortex cf a sham
operated control rat compared with rats with ALE maintained at 37 °C (ALE-37) or 35
°C (ALE-35). Peak assignments. The percentage 13C-enrichment in lactate
(indicating de novo synthesis) was calculated according to the formula in the upper
right. Bottom, right: Changes in the concentrations, amounts cf 13C-Iabeled lactate
and fractional 13C-enrichments in lactate in rats with ALE compared with sham
operated control rats. For statistical analysis, see legend Figure 3.

13C-enrichment (%) =

area H—13Cjactate x 100

ALF
35

alanine

arca (t11I—’2C1+I’H—’3CIIactate)

total lactate t3—13C1 lactate

t

[Sham • ALF-37 ALF-35

ALFz’
pprn 1.5 1.4 1.3 1.2



127

In normothermic rats. ALF resulted in an increase of lactate and alanine total

concentrations ([‘2Cj ± [13C]) to 169.2% ± 15.6 and 267.3% ± 34.0% (P <0.001).

respectively, which was both partially prevented by mild hypothermia (increase to

131.1% ± 16.6% and 154.2% + 18.6%, respectively) (6 animais were used for each

group) (Figure 4 and 5). Furtherrnore, the resonance of ‘3C-labeted lactate

(synthesized from [1-’3C]glucose), showing an additional doublet spiitting arising

from 1H-’3C coupling. can be distinguished from the unlabeied isotoporner

(synthesized from substrates other than [1-’3C]giucose) (Figure 4). During coma

stages of encephalopathy, the concentration of ‘3C-iabeled lactate increased to a much

higher concentration (to 446.5% + 48.7% compared with sham-operated controis) (P

<0.001) cornpared with its total, resuiting in 3 fold increased fractional ‘3C-

enrichment in lactate. In hypothermic ALF rats, de novo synthesized ‘3C-labeled

lactate was not signiflcantiy different from sharn-operated control values. Thus,

hypothermia lcd to a selective reduction of de novo synthesis of 13C-iabeled lactate (P

<0.001). No significant changes in {3-’3C]lactate were observed in blood plasma of

ALF rats 15 min afier injection of [1-’3C]giucose (n=6).

13C-iabeied alanine was quantified from ‘3C-NMR spectra (Figure 5). As

observed for lactate synthesis, ALF resulted in a marked increase of de novo

synthesis of t3-’3Clalanine to 707.9% + 65.7 (P <0.001: n6) at corna stages, which

was significantly reduced under hypothermic conditions (increased to 171.1% ±

2O.7%; n6). lnterestingly, the fractional ‘3C—enrichment in {3—13C]alanine, was

increased under normothermic conditions, but rernained within normal limits in

hypothermic animais (n6) (Figure 6).
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Figure 5: 13C-NMR Spectra cf brain extracts from rats with ALF: effect cf
hypothermia.
Figure shows 13C-NMR spectra of extracts from frontal cortex of a sham-operated
controi compared with rats with ALF maintained at 37 oc (ALF-37) or 35 °c (ALF-35)
15 min after injection of [1-13c]-glucose. Peak assignments: Ala: alanine; GABA: y
aminobutyric acid; Glu: glutamate; Gin: glutamine; Lac: lactate; NAA: N-acetyi
aspartate (signais cf NAA are due to naturaiiy abundant 13c-iabeled NAA).
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Figure 6: Brain alanine synthesis in ALE: effect of hypothermia.
Figure shows changes in the concentration, amount of 13C-labeled alanine, and
fractional 13C-enrichments in alanine in frontal cortex of rats with ALE maintained at
37 oc (ALE-37) or 35 oc (ALE-35) compared with sham-operated controls. For
statistical analysis, see legend to Figure 3.
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This preferential increase of l3C1abe1ed alanine and the selective protective

effect of hypothermia on eevated 13C-kibel incorporation from [1-’3C]glucose into

alanine, closely resembles the changes observed for 13C-labeled lactate.
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Labellng of Tricarboxytic acid cycte-re!ated metabotitesfrom f1-’3C]gtticose.

Synthesis of giutamine, glutamate, and GABA ‘3C-resonances were quantified

from 13C-NMR (Figure 5). Six animais were used in each group (sham-operated

controls, normothermic and hypothermie ALF rats) for ‘3C-NMR analysis.

glutamate
C-2 (PC) C-4 (PDH)
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t ns
1.0

NE 0.8

ïi
glutamate

C-2 (PC) C4 (PDH)

14 tns

l2
C

10
TflS

IriÏj Ï
ALF-37 ALF-35

glutamine glutamine
C-2 (PC) C-4 (PDH) C-2 (PC) C4 (PDH)

t***
1.4 +

_..
t t ***

tus
1.2 6 t flS

tus

!iIii il nÏ
Figure 7: Synthesis of brain glutamate and glutamine in ALF: effect of hypothermia.
Figure shows changes in the absolute amounts cf 13C (pmol!g tissue) (Ieft) and in the
percentage 13C-enrichments (right) in individual carbon positions (via the PC- and
PDH pathways) of glutamate and glutamine labeled 15 min after injection of [1-
‘3CJglucose calculated from 13C-NMR spectra cf extracts from frontal cortex of rats
with ALE maintained at 37 oc (ALE-37) or 35 °C (ALF-35) compared with sham
operated controls. For statistical analysis, see legend to Figure 3.
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The total amounts of ‘3C-label (tmo1/g tissue) and the fractional ‘3C-enrichments (%)

in these amino acids are presented in Figure 7. The increase in de novo synthesis of

glutamine from [1-’3C]glucose is much higher than the increase of its pool size at

coma stages. 13C-isotoporner analysis of the individual carbon positions in glutamine

revealed a greater increase of C-2 Iabeled glutamine (to 7 18.5% ± 16.7%;? <0.001)

compared with C-4 (to 500.8% ± 80.3%; P < 0.00 1).

Figure 8: Relative contribution of carbon flux through PDH and PC:
Ratios in C-41C-2 of glutamate and glutamine from 13C-NMR spectra of extracts from
frontal cortex of sham-operated control rats compared with rats with ALE maintained
at 37 °C (ALE-37) or 35 °C (ALF-35). For statistical analysis, see legend to Figure 3.

I t4-’3C11[2-’3C] [4-’CJI[2.13C]
glutamate glutamine

w

T
2.0

. (

1.5

1.0

0.5

Control

t ils

T

ALF-37

t **

t ns

I
A[F-35



1—,
t j_

Unlike the selective prevention of abnorrnal lactate synthesis from [1-

‘3C]glucose by rnild hypothermia, the increase of ‘3C-labeled glutarnine did not differ

significantly between normothermic and hypothermic ALF groups. In normothermic

ALF rats, a relatively higher decrease of [4-’3C]glutamate (through PDH pathway)

compared with its pool size resulted in a decreased relative 13C enrichment in C-4 of

glutamate 62.3% ± 10.7% of control (P < 0.001). Although hypothermia failed to

prevent the increased glutarnine synthesis, it leU to a complete recovery selectively of

PDH-mediated glutamate synthesis. The prevention of impaired influx of glucose

through PDH by hypothermia is reflected also by the prevention of the decrease in the

ratio of C-4/C-2 ratio in glutamate (but without significant changes of C-4/C-2 in

glutamine in hypothermic cornpared with normothermic rats), which was calculated

as a measure of the relative glucose oxidative metabolism (vs. the anaplerotic

pathway) (Figure 8). No changes were observed for de novo synthesized GABA in

either normothermic or hypothermic groups of rats with ALF (data not shown).

DISCUSSION

Results of the present study reveal that rnild hypothermia delays the onset of

encephalopathy and brain edema and selectively prevents alterations in energy and

glucose rnetabolism in frontal cortex of rats with experimental ALF. In particular,

hypothermia prevents the increase in brain lactate. These findings add to an

accurnulating body of evidence to suggest that increased brain lactate production is

causally related to the encephalopathy and brain ederna in ALF. Other evidence in

support of this possibility includes the report of a significant correlation between

brain lactate concentrations and encephalopathy grade (Mans et al., 1994) and EEG
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changes (Deutz et al., 1988) in experimental ALF. Resuits of in vitro studies also

support a key role of lactate in the pathogenesis of astrocyte swelling. For exampie. it

was previousiy shown that exposure of prirnary cultures of rat astrocytes (the ccli

type shown to selectiveiy exhibit swelling in brain in ALF) to pathophysioiogically

relevant concentrations oflactate manifest significant swelling (Staub et al., 1990). A

recent report advocates the tise ofa non-invasive technique to measure brain lactate in

vivo as an evaluation of advanced encephalopathy in ALF (Nyberg et al., 1998).

Resuits of the present study now show that the selective attenuation of ALF-related

increases of lactate and alanine in frontal cortex, concomitant with the prevention of

encephalopathy and brain edema, resides in the ability of hypothermia to prevent de

novo synthesis of lactate from glucose.

It should be borne in mmd, however, that, although there is convincing

evidence, both from the present and previous studies, for decreased glucose oxidation

and lactate/aianine accumulation in the brain in ALF, there is no evidence to suggest

that either encephalopathy or brain ederna are consequences of diminished ATP

synthesis (McCandless et al., 1981; Matsuoka et ai., 1990; Bates et al., 1988). The

present ‘3C-NMR spectroscopie study is novel by virtue of its ability to differentiate

between metabolite concentrations and metabolic fluxes. In particular, the present

findings suggest that one important mechanism of action of hypothermia in ALF is

the facilitation of pyruvate oxidation as a consequence of decreased blood-brain

transfer of ammonia, which has been shown to inhibit the tricarboxylic acid cycle

(TCA) enzyme Œ-ketoglutarate dehydrogenase (Lai et al.. 1991). Increased glycolytic
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activity has then to compensate to maintain ATP production with consequent

increases of brain lactate and alanine.

Decreased brain tissue concentrations of glutamate and aspartate have

consistently been reported in both experimental (Zwingmann et al., 2003; Mans et al.,

1994; Voorhies et al., 1983; Swain et al., 1992; Bosman et al., 1990) and human

(Record et aI., 1976) ALF. Resuits of the present study show that mild hypothennia

prevents the reduction of brain glutamate and aspartate associated with experirnental

ALF. Furtherrnore, analysis of isotoporner patterns from the ‘3C-NMR spectra reveals

that hypothermia leads to a normalization of the de novo synthesis of glutamate via

pyruvate dehydrogenase, a key enzyme for oxidative and energy metabolisrn in the

brain, which is expressed in both astrocytes and neurons. Glutamate and aspartate are

not only potent excitatory neurotransmitters in that both are involved in brain energy

rnetabolisrn, serving as substrates/interrnediates in the malate-aspartate shuttle

(responsible for the transfer of reducing equivalents from the cytosol to the

mitochondria). Reduced availability of glutamate or aspartate in either ceil type

therefore could resuit in mitochondrial energy compromise. In the case of glutamate,

studies using in vivo cerebral microdialysis have shown that increased release of

glutamate in experimental ALF (Michalak et ai, 1996) is sensitive to hypothermia

(Rose et al., 2000). Furtherrnore, the aspartate derivative N-acetyiaspartate (NAA),

present in high concentrations in the brain, is decreased in frontal cortex at coma

stages of encephalopathy under normothermic conditions but is prevented by

hypothermia. NAA is a neuronal marker molecule and is involved in brain energy

rnetabolism (Clark et al., 1998). Decreased brain concentrations of NAA, therefore,

are consistent with neuronal mitochondrial dysfunction in ALF.
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In contrast to glutamate and aspartate, ALf because of hepatic

devascularization does not resuit in alterations in either absolute concentrations or

synthesis of the inhibitory arnino acid GABA. These findings add to a convincing

body of evidence that the neural inhibition in both human and experirnental ALf

(Zwingmann et al., 2003; Mans et al., 1994; Voorhies et al., 1983; Record et al.,

1976) is not the consequence of altered GABA synthesis in the brain.

It was previously suggested that brain edema in hyperammonemic syndromes

such as ALF is the consequence of increased intracellular accumulation of glutamine

by the astrocytes (Cordoba et al., 1996). In favor of this hypothesis were reports of

increased intracranial pressure in primates infused with ammonia (Voorhies et al.,

1983) and of increased brain glutarnine concentrations in both human (Record et al.,

1976) and experirnental (Swain et al., 1992; Bosman et al., 1990) ALF. Moreover,

brain edema because of ammonia infusions was partially prevented by pretreatment

with methionine sulfoximine (MSO), a potent glutamine synthetase inhibitor

(Cordoba et al., 1996; Takahashi et al., 1991). However, MSO treatment may exert

multiple effects. For example, MSO also induces massive efflux of glutamine from

astrocytes in cultures (Albrecht et al., 1990). In addition, brain glutarnine

accumulation also occurs in chronic liver failure a condition not normally associated

with brain edema or its clinical consequences (Cordoba et al., 1996; Albrecht et

2001). Therefore, despite several experimental data supporting glutamine as

accurnulating osmolyte in HE, whether or not glutarnine accumulation is a major

cause for the development of brain edema in ALF is uncertain (Albrecht et al., 2001).

Resuits of the present study confirm an increase in brain glutamine in ALF rats.

However, mild hypothermia sufficient to abolish brain ederna in these animais did not



1.,
1.)

prevent either the increase in brain giutamine concentration or its de novo synthesis

from glucose in astrocytes (i.e., de novo synthesis via the astrocytic enzymes

pyruvate carboxylase and glutamine synthetase). A iimited capacity of glutarnine

synthetase was also concluded by Deutz et ai., 19887 who dernonstrated a faster

increase of brain ammonia cornpared with glutamine and by Bosman et al., 1992,

who observed, afier an initial increase of extracellular glutamine during mild FIE, a

subsequent decrease during severe FIE. Direct dernonstration of lack of conelation

between the grade of hepatic encephaiopathy and glutarnine synthetase activity was

initialiy reported by Kanamori et ai., 1996, using in vivo ‘H MR$ in a

hyperammonemic model. Moreover, a previous ‘3C-NMR study could find no

significant correlation between brain de novo glutarnine synthesis from glucose and

grade of encephalopathy or brain edema at coma stages in the hepatic devascularized

rats (Zwingmann et al., 2003).

In light of the apparentiy limited capacity of glutarnine synthetase, which is

thought to be the main detoxification process of ammonia, the question remains of

how the brain cells regulate the disposai of excess ammonia in late stages of ALF. In

this regard, it bas been shown that ammonia can be incorporated into alanine afier

transamination of glutamate by alanine aminotransferase (ALAT) in both astrocytes

and neurons. Consistent with this possibility, alanine bas been found to be elevated in

the hyperammonemic brain (I\4ans et al., 1994; Swain et al., 1992; Hilgier et al..

1 999). Results of the present study show for the first tirne that de novo aianine

synthesis from glucose is increased as a function of the degree of

encephalopathy/brain edema in ALF, which is partly prevented by mild hypothermia.

Like tactate formation, synthesis of alanine via ALAT may supplement glycolytic
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activity, enabling cytosolic ATP production by regeneration of NAD via subsequent

reamination of Œ-ketoglutarate by glutamate dehydrogenase (GDH), It is noteworthy

that, in the honeybee retina, which lacks lactate dehydrogenase activity, alanine

synthesis in glia fixes ammonia at a rate exceeding glutamine formation (Tsacopoulos

et al., 1997), suggesting that ALAT and GDH may operate in a complementary

manner to oxidize NADH and fix ammonia. Like glutamine, alanine accumulation

may increase the cellular content of osrnotically active substances, leading to water

uptake, celi swelling, and brain ederna in ALF. Furthermore, it bas been shown that

both alanine and glutamine induce hepatocyte swelling (Haussinger., 1996), and, in

acute HE, a close correlation between CSF alanine with both the degree ofneurologic

dysfunction (Mans et al., 1994) and edema (Swain et al., 1992) was dernonstrated,

suggesting that increased alanine synthesis may be related to the pathogenesis of

brain ederna in ALF.

Together, these findings do not support a major role for the accumulation of

intracellular glutamine in the astrocyte as a cause of brain edema due to ALF. The

imperfect correlation of glutamine with brain edema and severity of encephalopathy

points to additional mechanisms contributing to brain ederna at coma stages. Elevated

concentration and synthesis of alanine. which is selectively prevented by mild

hypothermia, may play a key role in the development of brain edema in ALf. In

addition, the conelation between increased glucose flux through the glycolytic

pathway (alanine and lactate de novo synthesis) and the severity of encephalopathy

and brain edema suggest that a deficit in glucose oxidation and energy metabolism is
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a major contributor of these neurologic complications of ALF and provide a rational

argument for the further use of hypothermia in its management.
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ABSTRACT

Background/Aims: It has been proposed that. in acute liver failure, skeletal muscle

adapts to becorne the principle organ responsible for removal of blood-borne

ammonia by increasing glutarnine synthesis, a reaction that is catalyzed by the

cytosolic ATP-dependent enzyme glutarnine synthetase. To address this issue,

glutamine synthetase expression and activities were measured in skeletat muscle of

rats with acute liver failure resulting from hepatic devascularization. Methods:

Glutamine synthetase protein and gene expression were investigated using

immunoblotting and serni-quantitative RT-PCR analysis. Glutamine synthetase

activity and glutarnine de noeo synthesis were measured using, respectively, a

standard enzymatic assay and [1 3C] -nuclear magnetic resonance spectroscopy.

Resulis: Glutamine synthetase protein (but not gene) expression and enzyme

activities were signiflcantly up-regulated leading to increased de novo synthesis of

glutamine and increased skeletal muscle capacity for ammonia rernoval in acute liver

failure. In contrast to skeletal muscle, expression and activities of glutamine

synthetase in brain were significantly decreased. Conclusions: These findings

demonstrate that skeletal nniscle adapts, through a rapid induction of glutarnine

synthetase, to increase its capacity for removal ofblood-borne ammonia in acute liver

failure. Maintenance of muscle mass together with the developrnent of agents with

the capacity to stimulate muscle glutamine synthetase cotild provide effective

ammonia-lowering strategies in this di sorder.
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INTRODUCTION

Circulating ammonia concentrations in the 25O-6OOiM range have

consistently been reported in both experimental and human acute liver failure (ALF)

and increased arterial ammonia concentrations have been proposed as a predictor of

brain herniation and mortality in ALf patients (Clemmesen et al. 1999). Brain

ammonia may reach millimolar concentrations in ALF and such concentrations are

well established to have deleterious effects on cerebral metabolisrn and function

(Szerb and Butterworth 1992).

Under normal physiological conditions, ammonia detoxification relies almost

exclusively on hepatic urea and glutamine synthesis by periportal and perivenous

hepatocytes respectively. ALf resulting from either toxic liver injury or viral hepatitis

results in a serious compromise of hepatocyte integrity with consequent increases of

circulating ammonia. A number of studies have provided evidence that skeletal

muscle becomes the major organ responsible for removal of excess blood-borne

ammonia in cirrhotic patients (Ganda and Ruderman 1976) as well as in animal

models of chronic liver failure (Girard and Butterworth 1992b;Desjardins et al.

1999). However, evidence that a sirnilar response occurs in ALF is limited.

The objective of the present study was the assessment of the capacity of

skeletal muscle cornpared to brain (a second organ with the potential to rernove

ammonia) to increase its capacity to remove increased blood-borne ammonia in ALF.

four approaches based upon mo lecular, spectroscopic and hemodynami e

measurements were undertaken namely (1) Measurement of glutamine synthetase

(GS) rnRNA and protein, (2) measurement of GS enzyme activities, (3) measurement

of ammonia and glutarnine metabolic fluxes and (4) direct spectroscopic
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measurement of de novo glutarnine synthesis in experimental ALF. The

devascularized rat model of ALF was used for the studies described since this mode!

recapitulates the pathologie, metabolic and neurologie features of hurnan ALf

including sustained hyperammonernia, loss of perivascular and periportal hepatocytes

and neurologica! manifestation such as brain edema and encepha!opathy (Blei A.T. et

al. 1992). Studies were undertaken 6h following hepatic devascularization, prior to

the onset of brain edema or severe encephalopathy in order to minirnize confounding

effects ofthese complications on cerebral metabolisrn.

MATERIAL AND METHODS

AnbnaI sttrgery.

Male Sprague-Dawiey rats (175-200g) were anesthetized with isoflurane, and

an end-to-side portacaval anastomosis was perforrned according to the guidelines of

Lee and Fisher (Lee and Fisher 196!) and as previously described (Chatauret et al.

2001). Total surgery time was <15 min. Sharn-operated control rats, matched for

weight, were simi!arly anesthetized and the inferior vena cava was c!amped for 1 5

min. Fo!!owing surgery, a!! animais were individua!!y housed with ftee access to food

and water under constant conditions of temperature, hurnidity, and light cycles.

24 hours afier portacava! anastornosis or !aparotorny, rats were reanesthetized

and subjected to hepatic artery !igation (HAL) and ah anima!s were sacrificed 6 h

afler HAL. A!! surgical procedures were performed in accordance with the Guidelines

of Canadian Counci! of Animai care and were approved by Animal Research

Committee of C.H.U.M.
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Measuremeiit of organ bloodflow.

6 hours post-HAL or sham operation, animais were anesthetized with

isoflurane and body temperature was maintained at 37 oc with a CMA 150

temperature controller (CMA microdialysis, Stockholm. Sweden). A PE-10 catheter

(Intramedic clay Adams, Becton Dickinson, Sparks, MD) was placed in the right

carotid artery and advanced into the left ventricle as previously described (Yang et al.

2002). correct positioning in the lefi ventricle was verified by hemodynamic

monitoring. A PE-50 catheter (Intramedic c1a’ Adams, Becton Dickinson, Sparks,

MD) was placed in the lefi fernoral artery. Total time for catheter placement was less

than 15 mm.

Blood flow was measured using the radioactive microsphere technique as

previously described (Heymann et al. 1977b). Before sacrifice, 1 — l.2x10

microspheres (15 ± 2 tm) labeled with 8Sr (Perkin Elmer, Boston, MA) in 0.7 mL of

saline 0.05% Tween $0 (Sigma Aldrich. St-Louis, MO) were sonicated for 30 min

and injected over a 15 sec period into the lefi ventricle to determine the hind limb

muscle blood flow. Just before injection, withdrawal of blood from the fernoral

arterial catheter was started at a rate of 0.786 mL/min (Harvard pump, MilIs, MA)

and collected in a heparinized glass syringe for a total time of 1 .25 min.

At sacrifice, lefi and right kidneys, and right hind lirnb muscles (posterio

medial and lateral thigh. muscles) were rapidly removed, weighed, pooled and

counted. Right and lefi renal blood flow and skeletal muscle flow were calculated

from the radioactivity rneasured in those tissues using a gamma counter according to

the formula described previously (Heymann et al. 1977a):
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Blood flow (ml/rninl 100g oftissue) = 0.786 x tcpm tissuel 100
[cpm bloodJ x [Tissue weight]

Agreement between right and left kidney flow ( 20% difference) indicated

adequacy of the microsphere injection.

Tissue samplingfor arterio-veitot,s differen ces.

Following the microsphere procedure, femoral veins and arteries of the right

hind limb were exposed, aiïerial and venous blood samples were taken by

heparinized syringes (1 mL, 25G needle). 0.5 mL of arterial and venous blood was

taken and immediately centrifuged to separate the plasma for determination of

arterio-venous differences for ammonia and glutamine across the right hind lirnb.

Measturement ofplasma animonia.

Plasma ammonia levels were measured using a commercial ammonia test kit,

based on an ion exchange rnethod, followed by colorimetric measurement of

ammonia nitrogen with the Bertholet phenate-hypochiorate reaction (Dienst., 1961).

Measurentent ofplasnia gtutaniiiie.

Glutamine concentrations were measured in femoral arterial and venous

plasma samples using a Perkin-Elmer reverse phase HPLC system with fluorescence

detection and precolumn o-phthalaldehyde derivatization, as previously described

(Michalak et al. 1996).
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Measureiitent of tissue ghttamiue syntitetase activity.

Groups of rats were sacrificed by decapitation. Brains were rapidly rernoved

and dissected on ice and 1 g of posterio-medial and lateral thigh muscle was snap

frozen. Ail tissue samples were stored at —70°C until use. Glutamine synthetase

(EC6.3.J .2) activity was measured in tissue homogenates as previously described

with minor modifications (Girard and Butterworth 1992a). Briefly, cerebral cortical

and skeletal muscle samples were homogenised (20% wt/vol) using a Teflon pestie in

Tris-EDTA buffer (pH 7.4), and homogenates were centrifuged at 10,000 g for 10

min. The supernatant (0.1 mL) was preincubated at 37°C for 10 min in an assay

mixture containing 100 mM imidazole (pH 7.2), 12.5 mM MgC12, 20 mM

mercaptoethanol, 10 mM ATP, 4 mlvi ammonium chloride, 13 mM

phosphoenolpyruvate, 50 units of pyruvate kinase and 0.16% Triton X-100. The

reaction was started by adding 2 tCi of [1-’1C]-glutamate (specific activity 60

mCi/mmol, Perkin Elmer, Boston, MA) diluted witli cold glutamate to a final

concentration of 50 mM for skeletal muscle and 20 mM for cerebral cortex. After

incubation at 37°C for 60 min (30 min for muscle) the reaction was terrninated by

adding 1 mL ice-cold water and the mixture was immediately passed through a

column (3 cm x 0.7 cm) containing anion exchange resin (Dowex AG-1X8, acetate

form). [1-’4C]-glutamate was quantitatively retained on the ion exchange column.

Protein content of hornogenates was determined by the method of Lowry (Lowry et

al. 1951). Enzyme activities were expressed as iirnoles ofglutamine formed per h per

mg of protein.
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GSgene expression (RT-PCR,)

RiVA extraction.

Total RNA was extracted using TRI Reagent (MRC Inc., Ohio) according to

the rnanufacturer’s protocol. Putative contaminating DNA was eliminated by adding

100 U of RNase-free DNase I per 50 jig of total RNA at 37°C for 1 hour. Purified

RNA was then extracted with phenol, precipitated with ethanol and resuspended in

diethylpyrocarbonate-treated water. RNA samples were stored at -70°C until use.

RT-PCR anatysis.

GlcLtamine synthetase exptession was measured by the reverse transcription

polymerase chain reaction (RT-PCR) using the same forward and reverse primer

sequences and reactions conditions as previously described (Desjardins et al. 1999).

GS protein aitalysis (Western Blot,).

Tissue samples were hornogenised in RIPA buffer (50 mM Tris-HC1 (pH 8.0),

150 mM NaC1, 0.1% SDS, 1% Triton x-100, 0.5% sodium deoxycholate), and a

protease inhibitor mixture consisting of 1 mM EDTA, 0. 1 1M pepstatin A, 1 ig/rn1

leupeptin, Ï ig/ml aprotinin, and 100 ig/rnl phenylmethyl-sulfonyl fluoride. Afier

centrifugation at 12,000 g for 15 min. samples (50 tg protein) were boiled for 10 min

in loading buffer (50 mM Tris-HC1, pH6.8. 10% glycerol; 2% SDS, 0.1 M

dithiothreitol, 0.1% brornophenol blue). Proteins were resolved by 8% denaturing

$DS-polyacrylamide gels and transfened ovemight to nitrocellulose membranes.

Ponceau staining was used to ensure equal protein loading. The membranes were

blocked for 2 h in Tris-buffered saline containing 5% dried milk and 0.1% Tween 20
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(TBST), then incubated foi’ Ï h with a monoclonal antibody directed against rat GS

(Transduction Laboratories. Lexington, KY). Blots were subsequently probed with

anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated antiserum (Roche Diagnostics,

Indianapolis, IN) diluted 1/12,000 in the same buffer. Afier extensive washing with

TBST. the peroxidase activity was detected by chemiluminescence using the

Renaissance detection system (PerkinElrner, Boston, MA) and quantified by

densitometric scanning.

‘H-’3C Nuctear liagnetic Resouance Spectroscopie studies.

Groups of hepatic devascutarized rats 6 h post-HAL and their paired sham

operated controls were administered [U-3]C-glucose (400 mg/kg, i.p.; Cambridge

Isotope Laboratories, Andover, USA) and were killed exactly 20 min later by

decapitation. Arterial blood glucose levels were continuously rnonitored and

measured by mean of a glucometer using the glucose dehydrogenase method.

Glucose was adrninistered subcutaneously as needed to maintain normoglycemia.

Irnrnediately afier sacrifice, samples of posterio-rnedial and lateral thigh muscle were

snap-frozen, powdered over liquid nitrogen, and hornogenized in 15 mL of a 12% PA

solution at O °C using a motor-driven polished glass tube-Teflon pestle homogenizer.

The homogenates were centrifuged at 40,000 g for 1 5 mm; the supernatants were

placed in an ice bath and neutralized to pH = 7.0 with KOH. The precipitated KC1O4

was sedirnented by centrifugation (40,000 g for 15 mm), and supernatants were

lyophilized. The lyophilized PA extracts of muscle tissue were i’edissolved in 06-0.8

mL deuterium oxide (D20) and centrifuged. Prior to analysis the pH was adjusted to

7.0 with deuterium chloride (Dcl) and NaOD. ‘H- and 13C-NMR spectra were
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recorded on Bruker DRX 600 or AMX 360/AM 360 spectrometers, operating at

frequencies of 600 MHz or 360 MHz for 1H-, and 150.9 MHz or 90.5 MHz for ‘3C-

measurements.

‘H-NMR spectra were recorded with a 5-mm H,C,N inverse triple resonance

probe, 400 accumulations, repetition tirne 15 s, spectral width 7183 Hz (DRX 600) or

3623 Hz (AM/AMX 360), data size 16 K. zero fihling to 32 K. Chemical shifts were

referenced to lactate at 1.33 ppm.

‘3C-NMR spectra were recorded with a 5-mm ‘H/’3C dual probe, 10,000

accumulations. repetition tirne 2.5 s, composite pulse decoupling with WALTZ-16,

spectral width 47,619 Hz (DRX 600) or 20,833 Hz (AM/AMX 360), data size 32 K

(16 K), zero filling to 64 K (32 K). Chemical shifts were referenced to the C-3 signal

oflactate at 21.3 pprn.

Glutamine concentrations (1rnol/g tissue) were determined from fully relaxed

‘H-NMR spectra of muscle extracts using (trimethylsilyl)propionic-2,2,3,3,d4-acid as

an external standard. Fractional enrichrnent in glutamine (C3 position) a measure of

de novo glutamine synthesis was calculated from ‘3C-NMR spectra as previously

described (Zwingrnann et al. 2003).

Statistica! Aiiatysis ofData.

Data were analyzed by unpaired t test. In cases where the variances between

compared groups were significantly different, the unpaired t test was modified with

Welch’s correction. The data were considered to be significantly different atp <0.05.
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RESULTS

Effect ofALf on plasma ammonia and glutamine levets.

Plasma ammonia and glutarnine levels in ALF rats are shown in Table 1. ALF

resulted in a significant 16.1 fold (p<O.00Ï) increase of arterial ammonia levels 6 h

post-HAL cornpared to sham-operated control values. Arterial glutamine levels were

concomitantly increased 6.4 fold (p<O.00Ï) in the ALF animais.

Effect of ALF on GS gene expression, protebi and activity in skeletal muscle and

brai,,.

ALF resuited in a signfficant increase of GS protein in skeletai muscle (Figure

lA, lB) and a small but signfficant loss of GS protein in brain (frontal cortex) 6 h

post-HAL compared to sharn-operated controls (p<O.OS). GS mRNA was unchanged

following ALF (data not shown).

Changes in GS enzyme activities paralleled those of G$ protein: ALF resulted

in a 38% increase p<O.O5) in GS enzyme activities in skeletal muscle 6 h post-HAL

(Figure 1C). In contrast, a small but significant loss (p<O.05) of GS activity was

observed in the cerebral cortex ofALF anirnals at the same time point.
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Tissue Sharn-operated ALF
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Cortex 5 86+1-025 476+1-035 *

Muscle O.8+I-0.03 1.12+1-011 *

Figure J: GS protein and enzyme activities in brain (cerebral cortex) and skeletal
muscle cf rats with ALF.
(A)- Representative Western blets cf GS (45KDa) from twc ALE rats ccmpared te
sham-operated controls. (B)- GS protein data from n=8 animais per treatment group.
(C) GS enzyme activities determined in cerebral cortex and skeietal muscle cf 8 ALF
rats compared to 8 sham-operated controls. Values represent mean ± SE, *

indicates values significantly different from sham-operated control values (p<O.05).

Arterio-veitotts dffereitces across skeletal muscle ofALF rats.

Sham operated control rats rnanifested significantly lower ammonia

concentrations in the fernoral vein cornpared to the fernoral artery leading to an A-V

difference of 19.8 ± 5.8 1iM. Ibis A-V difference was increased 5-fold 6 h post-HAL

inthe HAL group (103.9 + 14.2 tM; p<0.001) (Table 1).
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Table 1: Arteriat plasma levels, A-V differences, muscle ammonia and glutarnine fluxes, and
hemodynamics in the hindlimb of rats with acute tiver failure cornpared to sham-operated
controls.

Sham-operated cotitrols ALF

Arterial levels (pM)

Ammonia 33.0 + 5.8 533.1 ± 35.7 **

Glutamine 604+33 3870+220**

A-V differences (IJM)

Ammonia 19.8 + 5.8 103.9 ± 14.2 **

Glutamine -$4.5 + 20.9 - 431.$ + 75.6 *

Hemodynamics

Mean percentage difference
in blood flow between the lefi 9.3 ± 2.4 11.8 ± 1.8

and right kidneys (%)

Muscle blood flow (mL/min/
93 + 2.0 26.8 + 2.5 **

100 g of muscle)

Muscle Fluxes (pmollminhl 00g of muscle)

Ammonia 0.22 +0.12 2.76+ 0.51 *

Glutamine - 0.91 + 0.33 - 12.1$ + 2.22 **

NOTE: Values represent mean ± SEM of 8 rats per treatment group. Values
significantly different from sham-operated group are indicated by: , p< 0.01 and
p<0.001.

These positive A-V differences for ammonia across the hind iimb of control

animais were accornpanied by a significant release of giutamine (A-V difference of —

84.5 + 20.9 1iM). Ibis A-V difference for glutarnine was significantiy increased 5-

foid 6 h post-HAL in the ALF group (- 431.8 + 75.6 jiM,p<0.01) (Table 1).



157

Effect of ALf oit mttscte blood flow and on fluxes of gititambie and ammonia

across the hind Iirnb.

Values for muscle blood flow are presented in the Table 1. Variation of renal

blood flow between the right and left kidney were less than 20% and differences

between the two treatment groups were not significant indicating that the procedure

used was valid. There was a significant 188% (p<O.Ol) increase in muscle bÏood flow

6 h post-HAL compared to sham operated control values.

Uptake of ammonia across the hind limb was significantly increased in ALF

rats compared to sharn-operated controls (2.76 + 0.51 trno1/min! 100g of muscle

versus 0.22 + 0.11 jimol/minl 100g: p<0.Ol) (Table 1). Glutamine release by the hind

limb was concomitantly increased from —0.91 + 0.33 trnol/minI100g of tissue in

control rats to -12.1$ + 2.22 tmol/rninJ 100g of tissue in ALf rats (p<O.001).

Effect ofALf on de novo glittamine syntitesis in skeletal muscle.

‘H/13C NMR measurements revealed a significant 73.4 % (p<O.0001) increase

in muscle glutamine levels 6 h post-HAL compared to sharn-operated controls

(figure 2A, 2B). Increased muscle glutamine levels were accornpanied by significant

63% (p<0.01) increase in ‘3C glutamine labeling from [U-13C]glucose indicating

increased de novo glutamine synthesis (Figure 2B).



ALF

Gin C3

Gin C3

JWL
Sham

30 29 28 27 26 25 ppm

Control ALf

Total GIn (jirnol / g ww) 10.77 ± 1.75 I 8.67 ± 2.15 *

GIn 3C-enrichment (tmol / g ww) 0.33 ± 0.05 0.54 ± 0.04 *

Figure 2: Muscle glutamine concentrations and de nova synthesis from [U-13C]-
glucose, in rats with ALF compared to sham-operated controls measured by 1H!13C
NMR.
(A) Representative 13C-spectra 0f muscle extracts, Gin C3: glutamine Iabeied in
position 03; Glu 03: glutamate labeled in position 03. The singlet in the C3
giutamine peak position represents the naturai abundance of 130 in unlabeied
giutamine and monoiabeled giutamine. The doublet (dashed unes) represents
double-Iabeied [2,3-13CJ-giutamine synthesized de novo from [U-13C]-giucose in the
TCA cycie. (B) Muscle glutamine concentration and its de novo synthesis (130

enrichment in C3 giutamine) from glucose in ALF rat muscle compared to sham
operated controls. Values represent mean ± SE from 6 rats per treatment group. *

indicates values significantly different from sham-operated contrai p< 0.0001.

DISCUSSION

Resuits of the present study provide the first unequivocal evidence in support

of the notion that skeletal muscle ammonia removal capacity is increased in ALF.

This increase occurs as a consequence of an early post-transcriptional increase in

158

A-

B-



159

expression of glutarnine synthetase (GS) a cytosolic enzyme (Figure 3) that is

predominantly responsible for ammonia removal by skeletal muscle which is devoid

of an effective urea cycle.

Glutamate + NH3 —i_GS )—). Glutamme

ATP

Figure 3: Schematic reptesentation of the glutamine synthesis reaction in muscle
and brain.

Glutamine synthetase activities were increased by 40% early during the

progression of ALF and 13C-Nuclear Magnetic Resonance $pectroscopic studies

confirmed that this increase led to a significant increase in de novo synthesis of

glutamine by skeletal muscle. These findings confirm and extend those of a previous

study based upon a report of increased ammonia removal and glutamine release in the

femoral vein in patients with ALF (Clemmesen et coli., 2000).

In the present study, induction of GS protein and enzyme activities led to a

significant decrease in arterio-venous differences for glutarnine. Muscle blood flow

was concomitantly increased 2.7-fold consistent with the well-established

hyperdynarnic circulation characteristic of ALF. An accurate measurement of muscle

ammonia and glutamine fluxes requires measurernent of arterio-venous differences

conected for change in organ blood flow. Such a computation in the present study

reveals a 12-fold uptake of ammonia and a colTesponding increase of muscle
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glutarnine release from skeletal muscle. That these findings represented principally

increased glutarnine synthesis in skeletal muscle was confirmed by studies witb ‘3C

NMR whicb showed unequivocally that de novo synthesis of glutamine was

significantly increased. However, since glutamine de novo synthesis is only increased

by 1.6 fold and glutamine release is increased 12 fold, synthesis of glutarnine from

other sources of carbon than glucose or muscle protein breakdown cannot be ruled

out.

In contrast to skeletal muscle, results of the present study clearly demonstrate

that, GS protein expression and enzyme activities in brain rnanifest srnall but

statistically significant reductions 6h following hepatic devascularization. A possible

explanation for theses findings bas recently emerged. Exposure of cultured rat

astrocytes (the ceils that express GS in tbe brain) to pathophysiologically relevant

(low millirnolar) concentrations of ammonia results in significant nitration of G$ on

the tyrosine residues (Scbliess et coil., 2002) leading to a significant reduction of GS

activity. Wbether or not sirnilar mecbanisms are responsible for tbe loss of brain GS

expression in ALF awaits tbe resuits of ongoing studies. These findings of a Yack of

induction of brain GS in ALF again underscores the brain’s lack of an adequate

protective rnechanism against ammonia toxicity.

In conclusion, ALF resulting from hepatic devascularization in tbe rat results

in an early increase in GS activity in skeletal muscle, an increase that resuits from

post-transcriptional change in GS protein. Spectroscopic studies confirrn that this

increase in activity resuits in increased de novo synthesis of glutamine in the muscle

and studies of arterio-venous differences corrected for muscle blood flow reveal

significant increases of muscle glutamine release. Initial studies suggest that similar
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mechanisms occur in ALF patients. If confirmed, these findings suggest that the

maintenance of skeletal muscle mass and the use of agents with the potential to

stirnulate GS activity in skeletal muscle could be useful in the reduction of circulating

ammonia and the prevention ofthe cerebral complications ofALF.
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DISCUSSION GÉNÉRALE
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J. MÉTABOLISME ÉNERGÉTIQUE CÉRÉBRAL LORS D’UNE

INSUFFISANCE HÉPATIQUE AIGUÈ

1.1. Élévation des niveaux de lactate cérébral lors d’une IHA

Les premières évidences dune élévation des niveaux de lactate cérébral chez

l’humain ayant une IHA, ont été rapportées par Yao et col!. (1987). Les auteurs ont

mis en évidence une augmentation des concentrations de lactate dans le liquide

céphalorachidien (LCR) de patients souffrant d’IHA. Plus tard, ces résultats ont été

renforcés par la mise en évidence d’une production de lactate par le cerveau de

patients souffiant d’IRA (Wendon et col!., 1994), ainsi que d’une élévation des

concentrations de lactate extracellulaire dans des échantillons prélevés par

microdialyse (Tofleng et col!., 2002; Tofleng et Larsen., 2002) chez des patients

ayant la même pathologie. Dans les études de microdialyse, Tofieng et coll., en 2002

ont rapporté des niveaux 2 à 5 fois plus élévés de lactate extracellulaire dans le

cerveau de patients ayant une hypertension intracrânielme.

Des élévations comparables des taux de lactate ont été rapportées dans le

cerveau et le LCR d’un modèle expérimental d’IRA induite par une dévascularisation

hépatique (articles, 1, 2 et 3 de cette thèse) ainsi que par d’autres groupes utilisant le

même modèle (Bates et coil., 1989; De Graaf et coll., 1991) mais aussi dans des

modèles d’IRA induite par une hépatectomie totale (Flock et cou., 1966; Tyce et

col!., 1971) et par des toxines hépatiques (Bates et col!., 1989; Peeling et col!., 1993;

Nyberg et cou., 199$)
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Des études utilisant des injections d’ammoniaque (Hawkins et cou., 1973;

Fitzpatrick et col!., 1989; ThelTien et cou., 1991) et d’uréase (Cooper et Lai., 1987;

Bosman et cou., 1990; De Graaf et cou., 1991) ont aussi rapporté des élévations des

taux de lactate cérébral comparables à celles rapportées lors d’IHA chez l’humain ou

induites expérimentalement. Ceci indique que l’ammoniaque serait directement

impliqué dans les élévations des taux de lactate cérébral.

1.2. Origine des taux élevés de lactate cérébral lors d’une IHA

Les augmentations des taux de lactate cérébral rapportées dans les articles 1, 2

et 3 de cette thèse ainsi que lors d’une IRA chez l’humain peuvent avoir plusieurs

origines. Elles peuvent être la conséquence: (1) d’une hypoxie; (2) d’une

augmentation du transport du lactate plasmatique au travers de la barrière hémato

encéphalique (BRE); (3) d’une augmentation de la synthèse de lactate; (4) d’une

augmentation de la consommation d’ATP.

1.2.1. Présence d’une hypoxie cérébrale (déficit en ATP) lors

d’une IHA

D’une manière générale, une augmentation des concentrations de lactate est

souvent interprétée comme étant la conséquence d’une hypoxie. En 1994, Wendon et

coli. ont démontré que certains patients souffrant d’une IRA sévère, présentaient une

augmentation de l’efftux de lactate cérébral peu de temps après avoir présenté des

épisodes d’hypertension intracrânienne (Wendon et coll., 1994). De plus, les auteurs

ont rapporté une augmentation concomitante du débit sanguin cérébral et du

métabolisme cérébral lors d’une infusion d’acétylcystéine. La N-acétylcystéine est un

antioxydant et un agent vasodilatateur. Il a été rapporté que son utilisation lors d’une



167

IHA augmentait l’utilisation d’oxygène dans la rnicrocirculation (Ellis et Wendon.,

1996). Ces observations indiquent quune hypoxie pourrait être un problème

important dans les cas sévères d’IHA. Cependant, il faut noter que des lésions

cérébrales de type hypoxique ne sont pas courantes chez les patients qui survivent à

une IRA et à un oedème cérébral (Larsen et coll., 1997).

De plus, l’hypoxie induit souvent un déficit en ATP. Or, plusieurs études

menées dans des modèles expérimentaux d’IRA (tableau 1), ainsi que dans des

modèles d’hyperarnrnoniémie, n’ont en majorité rapporté aucun changement dans les

niveaux d’ATP cérébral.

Tableau 1: Niveau d’ATP cérébral dans différents modèles expérimentaux d’insuffisance
hépatique aigu.

Études
NwiU1X

Modèle Animal Région Méthode

Ischérnie Cerveau .

Mans et al. (1994) —> . Rat Biochimique
hepatique complet

Ischémie Cortex Spectroscopie de
Deutzetal. (198$) —* . Rat

hepatique cerebral RMN

Funovics et Fischer Ischémie Cerveau .

—> . Rat Biochimique
(197$) hepatique complet

, . Cortex
. Hepatectomie

Holmin et al. (1983) —* Rat fronto- ?
totale

parietal

spectroscopie de
Bates et al. (198$)

CC14 et
Rat

Cortex
in vivo et

paracetarnol cerebral . .

biochimique



168

Seule une étude sur cinq, utilisant un modèle d’insuffisance hépatique (Bates

et cou., 1988) et deux (Hindfelt et col!., 1977; Kosenko et cou., 1994) études sur huit,

utilisant des injections d’ammoniaque ou d’uréase, ont rapporté une diminution des

niveaux d’ATP cérébraux (Hawkins et cou., 1973; McCandless et Schenker., 1981;

Lin et Raabe., 1985; Fitzpatrick et col!., 1989; Friolet et col!., 1989; Matsuoka et

cou., 1990). Dans tous les cas, les différences de résultats peuvent s’expliquer soit par

une méthode d’extraction sous-optimale qui peut conduire à une diminution

artéfactuelle des niveaux d’ATP; soit par l’injection de doses d’ammoniaque qui sont

le plus souvent létales et qui conduisent à des taux d’ammoniaque plasmatique et

cérébral largement supérieurs à ceux observés lors de la pathologie.

En conclusion, on peut avancer que les augmentations des taux de lactate

observées lors d’une IHA ne sont pas le reflet d’une hypoxie ou d’un déficit en ATP.

1.2.2. Augmentation du transport du lactate au travers de la

barrière hémato-encéphalique lors d’une IHA

Une élévation des taux de lactate plasmatique est présente chez 80% des

patients ayant une IHA (Bihari et col!., 1985). En général cette augmentation est

attribuée à une diminution de l’élimination hépatique du lactate produit au niveau

périphérique (Berry., 1967). Une étude faite chez des patients normaux, montre que

15 % du lactate plasmatique peut être capté par le cerveau humain (Knudsen et coll.,

1991). On ne peut donc pas exclure le fait que l’élévation des taux cérébraux de

lactate observée lors d’une IRA soit la conséquence d’une augmentation de sa capture

suite à la présence de taux élevés de lactate dans le plasma.
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Le lactate est transporté au travers des membranes cellulaires des mammifères

par une famille de transporteurs des monocarboxylates (MCT) (Enerson et Drewes.,

2003). MCT1 est responsable du transport du lactate au niveau de la BHE. Sa

distribution est équivalente à celle du transporteur du glucose GLUTÏ (Gerhart et

coll., 1989), ce qui fait que MCT1 joue sûrement un rôle significatif dans le transport

des monocarboxylates au travers de la BHE et de la barrière cerveau-LCR. MCT1 est

un transporteur bidirectionnel. Cependant le taux d’efflux du lactate à l’état stable est

estimé être 3 fois supérieur à celui de l’influx (Pardridge et cou., 1975).

Malgré plusieurs évidences suggérant que le cerveau soit capable de capter le

lactate périphérique, il est peu probable que les élévations des taux de lactate cérébral

lors d’une IHA, rapportées dans le paragraphe 1.2.1 de ce chapitre, soient la

conséquence d’une augmentation des taux plasmatiques du métabolite puisque

Alexander et coll. (1962) n’ont pu démontrer aucune augmentation significative des

niveaux de lactate cérébral suite à son administration par voie intraveineuse. De plus,

Posner et Plum (1967) ont rapporté une indépendance entre le lactate sanguin et le

lactate du LCR dans une variété de troubles neurologiques (Posner et Plum., 1967). Il

est donc très probable que les augmentations de lactate qui ont été observées dans le

LCR lors d’une IRA, soient la conséquence de changements métaboliques cellulaires

intrinsèques au cerveau.

De fait, des études cliniques du métabolisme énergétique cérébral lors d’une

IRA ont mis en évidence une faible capture de lactate par le cerveau peu de temps

après le développement des stades 3-4 de 1ER (Strauss et coll., 1999; Jalan et coli.,

1999; Tofteng et Larsen., 2002), tandis qu’un efflux de lactate prévaut à un stade plus

avancé, lorsqu’tin oedème cérébral est présent (Wendon et coll., 1994). Ces
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observations indiquent qu’il y aurait une production cérébrale de lactate lors des

stades avancés de l’encéphalopathie. Cette hypothèse est renforcée par les travaux de

Hawkins et al., en 1973, qui ont rapporté une libération de lactate par le cerveau lors

d’une inj ecti on d’acétate d’ammonium.

En résumé, bien que la contribution exacte du lactate plasmatique à l’élévation

des concentrations de lactate cérébral lors dune IHA reste encore à examiner, des

évidences suggèrent toutefois qu’il ne jouerait pas un rôle important. Ceci nous laisse

donc supposer que l’augmentation des taux de lactate cérébral aurait pour cause une

augmentation de sa synthèse au niveau du cerveau.

1.2.3. Augmentation de la synthèse intracérébrale de lactate

lors d’une IHA

Une augmentation de la synthèse intracérébrale de lactate a été rapportée par

les études 2 et 3 de cette thèse en utilisant la Résonance Magnétique Nucléaire

(RMN) [1H—13CJ ex vivo après l’injection intrapéritonéale de [1-’3C]-glucose dans un

modèle animal d’IRA (Zwingmann et colt., 2003; Chatauret et coll., 2003). Cette

technique permet de déterminer la synthèse de novo de différents métabolites du

glucose, en particulier le lactate. Dans ces études, les auteurs ont mis en évidence une

augmentation des niveaux de lactate cérébral accompagnée d’une augmentation

sélective de 2.5 fois de sa synthèse de novo dans le cerveau total ou dans le cortex

frontal de rats ayant une IRA.

Cette augmentation de synthèse dans le cerveau lors d’une IRA peut

s’expliquer par une activation directe de la glycolyse mais aussi par une perturbation
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de la navette malate-aspartate, par une perturbation du cycle de Krebs et par une

augmentation de la consommation d’ATP.

1.2.3.1. Activation de la glycolyse lors d’une hyperammoniémie

L’augmentation de la synthèse cérébrale de lactate pourrait être la

conséquence d’une activation de la glycolyse qui produirait des quantités de pyruvate

supérieures à la capacité d’oxydation du cycle de Krebs. Le pyruvate excédentaire

serait alors utilisé pour synthétiser du lactate.

Ainsi, il a été démontré que l’activité de la phosphofructokinase (enzyme

limitante de la glycolyse, voir paragraphe 5.1 du chapitre 1) est modulée de façon

positive par les ions ammonium (Lowry et Passoneau., 1966; Abrahams et

Younathan., 1971). À la vue de ces résultats, on s’attend donc à avoir une élévation de

l’activité glycolytique lors d’une hyperammoniémie due à une IRA. Cette hypothèse

est supportée par les résultats de deux études menées par Murthy et al. qui ont

rapporté de façon constante dans des modèles d’hyperammoniémie pure, des

élévations des niveaux cérébraux des intermédiaires de la glycolyse qui

s’accompagnaient d’une augmentation de l’activité de plusieurs enzymes de la

glycolyse incluant la phosphofructokinase, l’aldolase, la glycéraldéhyde-3 -phosphate

déshydrogénase et la pyruvate kinase (Ratnakurnari et Murthy., 1992; Ratnakumari et

Murthy., 1993). Cette augmentation de l’activité glycolytique va se traduire par une

augmentation de la synthèse de pyruvate et de lactate par un effet d’action de masse

(Wolfe et coll., 1991).
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1.2.3.2. Inhibition de la navette malate-aspartate lors d’une

hyperammoniémie

Au cours de la glycolyse (qui a lieu dans le cytoplasme) le glucose est

converti en pyruvate. Cette oxydation nette entraîne la conversion du NAD

cytoplasmique en NADH. Pour que la glycolyse puisse fonctionner il faut que le

NAD soit régénéré. Cette régénération se fait soit par réduction du pyruvate en

lactate (glycolyse anaérobique, qui a lieu dans le cytoplasme et qui produit du NAD

à partir du NADH), soit par oxydation du NADH dans la chaîne de transport

d’électrons (dans la mitochondrie). La glycolyse anaérobique est, cependant,

beaucoup moins favorable énergétiquement que l’oxydation complète du pyruvate

dans le cycle de Krebs. Le NADH cytoplasmique ne peut pas traverser librement la

membrane mitochondriale pour y être oxydé. La navette malate-aspartate a été

proposée comme étant le mécanisme de transfert de ces équivalents réducteurs

(Hindfelt et coli., 1977; Ratnakumari et Murthy., 1989). Elle est composée des

formes cytosoliques et mitochondriales de la malate déshydrogénase et de l’aspartate

aminotransférase ainsi que des échangeurs malate/Œ-cétoglutarate et

glutamate/aspartate. Les réactions impliquées dans le transfert d’équivalents

réducteurs du cytoplasme vers la mitochondrie sont résumées dans la figure 1 de ce

chapitre.

Des études d’hyperammoniémie in vivo ont rapporté une diminution de

l’activité de la malate déshydrogénase et de l’aspartate aminotransférase

(Ratnakumari et Murthy., 1989). Ceci nous laisse supposer qu’il y aurait une

inhibition de la navette malate-aspartate lors d’une IRA.
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La mise en évidence dans les articles 2 et 3 d’une diminution des niveaux de

glutamate et d’aspartate lors d’une IHA (voir paragraphe 2.3 et 2.4 de ce chapitre)

supporte aussi la présence d’une inhibition de la navette malate-aspartate lors d’une

IRA puisque le fonctionnement de l’échangeur glutamate-aspartate est indispensable

au fonctionnement de la navette. Une diminution de la disponibilité du glutamate et

de l’aspartate conduira donc à une inhibition de la navette malate-aspartate.

Cette inhibition de la navette malate-aspartate aura pour conséquence de

stimuler la synthèse de lactate à partir du glucose, afin de maintenir les niveaux

d’équivalents réducteurs dans le cytosol.
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Figure I : Représentation schématique de la navette malate-aspartate.
Abréviations : a-KG : a-cétoglutarate; Asp :Aspartate; mAAT et cAAT: formes
mitochondriales et cytosoliques de laspartate aminotransférase; mMDH et cMDH:
formes mitochondriales et cytosoliques de la malate déshydrogénase; OAA
Oxaloacétate; TGA: Transporteur Glutamate-Aspartate; TMA: Transporteur Malate
a-cétoglutarate
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1.2.3.3. Perturbations clii cycle de Krebs lors d’une hyperammoniémie

Il est bien établi qu’une IRA ou une hyperammoniérnie pure sont associées à

une diminution de la consommation cérébrale d’oxygène (Alman et coil., 1956;

Mckhann et Tower., 1961), ce qui indique que l’hyperammoniémie diminuerait

l’oxydation du glucose.

Une inhibition du cycle de Krebs lors d’une IRA a été suggérée par les

résultats d’expériences in vitro réalisées sur des mitochondries non-synaptiques.

Lorsque ces préparations sont exposées à des concentrations physiopathologiques

(2rnM) d’ammoniaque, il y a une inhibition de l’activité de deux enzymes clefs du

cycle de Krebs, soit l’Œ-cétoglutarate déshydrogénase (KGDR) (Lai et Cooper., 1986;

Lai et Cooper., 1991; Faff-Michalak et Albrecht., 1993) et l’isocitrate déshydrogénase

(Katunuma et coll., 1966). Ces résultats in vitro ont été confirmés par Faff-MichaÏak

et coll. qui ont mis en évidence une inhibition par 3mM de chlorure d’ammonium de

l’activité d’une des enzymes du complexe KGDH, l’Œ-cétoglutarate décarboxylase

(E 1) dans les mitochondries non synaptiques sélectivement (Faff-Michalak et

Albrecht., 1993).

En revanche, les auteurs ont démontré, lors de la même étude, qu’une IRA

induite par la thioacétamide affectait principalement les mitochondries synaptiques.

Ils ont rapporté une élévation de la Vrnax et du Km de E 1, qui suggère que in vivo,

l’IRA et l’hyperammoniémie qui s’en suit, activerait le complexe KGDH. On trouve

en faveur d’une activation du complexe KGDH, deux études réalisées dans des

cerveaux de rats injectés avec de l’acétate d’ammonium (Ratnakumari et Murthy.,
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1989) ou de la méthionine sulfoximine (Ratnakurnari et cou., 1985) qui ont rapporté

une élévation de l’activité KGDH.

De telles différences entre les résultats des études d’hyperammoniémie in vitro

et in vivo peuvent résider dans le fait que les études in vitro impliquent l’addition

directe d’ammoniaque à des mitochondries isolées, tandis que les études in vivo ont

examiné les mitochondries après qu’elles aient été exposées à de l’ammoniaque in

vivo. Dans ce cas des réactions non-mitochondriales associées avec l’ammoniaque

pourraient avoir influencé les résultats.

À la vue de ces résultats, on ne peut pas conclure de façon affirmative qu’il y

ait une inhibition ou une activation de la KGDH cérébrale lors d’une IRA. Cependant,

la mise en évidence, dans les articles 2 et 3 de cette thèse, d’une diminution de la

synthèse de novo de glutamate via la voie de la pyruvate déshydrogénase suggère

qu’il y aurait une inhibition de l’oxydation du glucose lors d’une IRA (Zwingmann et

coil., 2003; Chatauret et coll., 2003). Ceci supporte l’hypothèse d’une inhibition de

l’activité de la KGDH in vivo lors d’une IRA.

L’inhibition de la KGDH et, par conséquent, du cycle de Krebs va entraîner

une diminution de l’utilisation du pyruvate et donc de la production d’AIP. L’activité

de la glycolyse anaérobique va alors être augmentée afin de maintenir les niveaux

d’équivalents réducteurs et d’ATP. Le fait qu’une diminution des niveaux d’ATP ne

soit pas évidente lors d’une IHA (voir paragraphe 1.2.1 de ce chapitre) peut signifier

que la production d’ATP via la synthèse de lactate suffirait à rencontrer la demande

énergétique du cerveau. Cette affirmation est supportée par la présence d’un corna

lors d’une IHA et que lors d’un coma, le métabolisme cérébral est réduit de façon

drastique (Laureys et coll., 2004).
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1.2.3.4. Maintien des niveaux d’Ai’? lors d’une II-M

Dans des conditions physiologiques, l’ATP est surtout utilisé pour maintenir

les potentiels de membrane, qui sont le résultat de gradients de concentrations d’ions

de part et d’autre des membranes cellulaires. La Na, K-ATPase est responsable du

maintien du gradient de sodium qui est important pour la capture de

neurotransmetteurs par les terminaisons nerveuses et la glie (Tissari et cou., 1969).

La Na, K-ATPase est une protéine ubiquitaire et on la retrouve dans le système

nerveux central des mammifères surtout au niveau de la glie et des terminaisons

nerveuses (Grisar et coll., 1979). On estime que jusqu’à 50% du métabolisme oxydatif

dans le cerveau est dédié au maintien de l’activité de la Na, K-ATPase (Astrup et

coll., 1981).

Les ions ammoniums (NH4) peuvent affecter directement le potentiel

membranaire des cellules nerveuses en altérant les transferts d’ions. Ces effets du

NH4 sont attribuables à ses propriétés ioniques apparentées à celles de l’ion K

(Cooper et Plum., 1987).

Une hypothèse pour expliquer l’augmentation de la synthèse de lactate dans le

cerveau lors d’une IRA implique la sur-activation de la Na, K-ATPase. Celle-ci

entraînerait une sur-consommation d’ATP qui aurait pour conséquence de stimuler la

synthèse de lactate afin de maintenir les niveaux d’énergie. Des augmentations de

l’activité de la Na, K-ATPase ont été rapportées dans un modèle d’IRA induite par

la thioacétamide (Albrecht et coli., 1985) et dans un modèle d’hyperammoniémie pure

(Kosenko et coil., 1994). Ces augmentations d’activité de la Na, K-ATPase peuvent
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s’expliquer par (1) une sur-activation des récepteurs glutamatergiques (2) par une

activation de la capture du glutamate extracellulaire:

(1) Dans le cas du modèle d’hyperammoniémie pure, Kosenko et al., en 1994,

ont injecté des doses létales d’acétate d’ammonium à des rats normaux. Les auteurs

ont pu mettre en évidence que l’activation de la Na, K-ATPase était dépendante des

récepteurs glutamatergiques de type N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA). L’activation de

ces récepteurs conduit à une entrée massive d’ions Ca2 mais aussi, à un moindre

niveau, d’ions Na. Les auteurs ont donc proposé que l’activité de la Na, K-ATPase

+etait augrnentee afin de maintenir 1 homeostasie du Na qui entre dans la cellule en

même temps que le Ca2 lors de l’activation des récepteurs au glutamate de type

NMDA. Il est bien connu que les concentrations de glutamate extracellulaire sont

augmentées lors d’IHA humaines (Tofteng et coll., 2002), et expérimentales (pour

revue voir (Rose., 2002) (voir aussi paragraphe 3.3.2 de ce chapitre). Il est donc

probable que lors d’une IRA, le glutamate extracellulaire sur-active les récepteurs

NMDA, ce qui va conduire à une entrée d’ions Na dans la cellule. En retour le Na

va stimuler l’activité de la Na, K-ATPase ce qui va augmenter la consommation

d’AI?. Cette sur-consommation d’ATP perturberait le métabolisme oxydatif et

conduirait à une activation de la glycolyse anaérobique qui fournirait de l’ATP plus

rapidement que le cycle de Krebs.

(2) L’hypothèse selon laquelle le glutamate extracellulaire serait responsable

de l’activation de la synthèse de lactate est renforcée par les travaux de Pellerin et

Magistretti (1996), qui ont montré que les acides aminés excitateurs stimulent la

glycolyse anaérobique dans des astrocytes en culture via une activation de la Na, K

ATPase (Pellerin et Magistretti., 1996). Contrairement à Kosenko et coll. (1994), les
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auteurs ont proposé que l’activation de la Nat K-ATPase était causée par

l’augmentation des concentrations de Na due à son co-transport avec le glutamate

dans les astrocytes. Or dans le cas d’une IRA, on attribue l’augmentation des taux de

glutamate extracellulaire à une diminution de sa capture par les astrocytes

(Butterworth., 2002). On peut donc avancer que lors d’une IRA, la sur-activation des

récepteur NMDA plutôt que l’augmentation du co-transport de glutamate dans les

astrocyte est à l’origine de la stimulation de l’activité de la Na, K-ATPase.

Une élévation de la consommation d’ATP causée par une augmentation de

l’activité de la Na, K1-ATPase, suite à une sur-activation des récepteurs NMDA, lors

d’une IRA est donc probable. Cependant il faut noter que malgré les évidences d’une

activation de la Na, KtATPase présentées ci-dessus, ces résultats n’ont jamais été

confirmés chez l’humain. Une étude menée par Seda et coll., (1984) a plutôt rapporté

une inhibition de l’activité in vitro de la Na’. K-ATPase de cerveau de rat lorsque les

préparations étaient exposées à des sérums de patients ayant une IRA. Ceci indique

qu’il y aurait une inhibition de l’activité de la Na, K-ATPase par des facteurs

sériques chez l’humain lors d’une II-TA (Seda et coll., 1984). De plus, une étude

+ +reahsee par le merne groupe a rapporte une diminution de 1 activite de la Na , K -

AlPase dans le cerveau de rat ayant une IRA induite par la galactosamine (Ede et

coll., 1987).

Ces divergences de résultats pourraient être le reflet des différents modèles et

méthodes utilisés. Il faut noter que lorsque l’on utilise un modèle d’hyperarnmoniémie

pure, il n’y a pas de facteurs libérés par le foie endommagé et que donc leurs effets ne

sont pas présents. Il est probable que lors d’une IRA certains de ces facteurs

circulants puissent affecter l’activation de la Na, K-ATPase au niveau du cerveau.



179

En conclusion, la compréhension des facteurs et des évènements conduisant à

une élévation des taux de lactate dans le cerveau lors d’une IHA expérimentale et

humaine est encore incomplète. Les résultats des articles 2 et 3 suggèrent qu’une

augmentation de sa synthèse prédomine pour expliquer ce phénomène mais il est

encore impossible de cibler quels facteurs sont à l’origine de cette augmentation. Il est

ttès probable que les hypothèses mentionnées précédemment dans le paragraphe 1 .2.3

pai-ticipent ensemble à l’augmentation des taux de lactate dans le cerveau lors d’une

IHA.

2. SYNTHÈSE DES ACIDES AMINÉS LORS D’UNE

INSUFFISANCE HÉPATIQUE AIGUÈ

Au niveau du cerveau, le glucose est aussi utilisé pour synthétiser des acides

aminés. Certains sont impliqués dans la neurotransmission (glutamate et GABA) et

d’autres dans la détoxicati on de l’ammoniaque (glutamine et alanine).

2.1. Effet sur la synthèse de l’alanine

Tout comme dans le cas du lactate, les niveaux dalanine sont élevés dans le

cerveau lors d’une H-lA expérimentale indtiite par une dévascularisation hépatique

(Swain et coli.. 1992a; Mans et coll., 1994; Zwingmam et colI., 2003; Chatauret et

coIL. 2003).

L’alanine est un acide aminé dont le métabolisme a plusieurs points communs

avec celui du lactate. Les hypothèses pour expliquer les augmentations de ses niveaux

dans le cerveau sont donc en partie identiques à celles mentionnées dans le cas du






















































































































































