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SOMMAIRE 

L'encéphalopathie hépatique est une complication neuropsychiatrique 

secondaire à une maladie de foie chronique ou aiguë, on retrouve donc en 

conséquence une forme chronique et une forme aiguë. L'encéphalopathie 

découlant d'une atteinte hépatique aiguë évolue rapidement vers le coma en 

quelques heures ou quelques jours. Cette forme d'encéphalopathie est 

provoquée par un œdème cérébral important causant une augmentation de la 

pression intracrânienne et un engagement cérébral le plus souvent mortel. Le 

sujet de cette thèse porte sur l'encéphalopathie porto-systémique (EPS) qui 

est la forme chronique de la maladie. Elle se développe lentement par 

l'apparition de désordres du cycle d'éveil et de sommeil, pouvant progresser 

vers l'astérixis, la stupeur et le coma. 

L'EPS peut apparaître de deux façons, soit parce que l'hypertension portale 

provoquée par la cirrhose entraîne la formation d'un réseau de vaisseaux 

collatéraux porto-systémiques ou suite à une dérivation porto-systémique 

chirurgicale visant à abaisser cette hypertension portale. Dans les deux cas, 

une partie importante de la circulation portale ne passe plus par le foie et se 

retrouve dans la circulation systémique. Parmi les toxines venant des intestins 

et qui ne sont plus retirées de la circulation par le foie, il semble que 

l'ammoniaque soit l'auteur principal des méfaits associés à l'EPS. Malgré une 

corrélation assez claire entre les niveaux plasmatiques d'ammoniaque et le 

degré de l'atteinte neurologique, les mécanismes impliqués restent flous. 

L'ammoniaque pourrait altérer le fonctionnement de plusieurs systèmes de 

neurotransmission et interférer également avec le métabolisme énergétique 

cérébral. Il apparaît que cette atteinte est principalement astrocytaire, car les 

changements tant histologiques que biochimiques se rencontrent dans ce type 



cellulaire. 

Des études cliniques récentes ont montré que la prévalence de l'EPS est plus 

grande chez les patients âgés. Dans le but d'identifier les mécanismes 

physiopathologiques pouvant conduire à une plus grande vulnérabilité chez 

les sujets âgés, nous avons procédé à l'étude de certaines composantes du 

système de neurotransmission glutamatergique, à l'étude des récepteurs aux 

benzodiazépines de type "périphérique", ainsi qu'à l'utilisation cérébrale du 

glucose. À cette fin, nous avons utilisé un modèle animal d'EPS très utilisé et 

bien caractérisé, où chirurgicalement on provoque une dérivation du sang 

portal vers la circulation systémique (anastomose porto-cave, ou APC) chez 

des jeunes rats adultes (3 mois) et âgés (24 mois). 

D'un point de vue histologique, nous avons observé une astrocytose 

Alzheimer de type 11, la marque distinctive d'une EPS, chez les rats âgés 

porteurs d'une APC. Suite à une APC nous avons observé des altérations du 

cycle de d'éveil et de sommeil, caractéristiques de l'EPS, plus significatives 

chez les rats âgés que chez les jeunes rats adultes. 

Nous avons montré que chez le groupe d'animaux âgés ayant une APC, on 

retrouve une baisse plus étendue de l'utilisation locale du glucose cérébral 

comparativement au groupe ayant une APC chez les jeunes. De plus, certains 

changements au niveau des composantes du système de neurotransmission 

glutamatergique sont significativement plus grands chez les rats âgés ayant 

une APC. 

Nous avons également observé une augmentation marquée des sites de 

liaison pour les benzodiazépines de type périphérique sur les mitochondries, 

en fonction de l'âge chez les groupes contrôles. En plus de cet effet purement 



relié à l'âge, on retrouve une hausse très importante de ces sites de liaison 

chez les groupes jeunes et vieux ayant une APC. 

Dans notre modèle animal, une augmentation importante des concentrations 

d'ammoniaque plasmatique a été observée entre les rats ayant subi une APC 

et les contrôles, qu'ils soient âgés ou jeunes. Par contre aucun effet de l'âge 

per se sur l'ammoniaque plasmatique n'a pu être mis à jour. Ceci suggère 

que le cerveau vieillissant serait plus vulnérable à une même concentration 

d'ammoniaque et plus susceptible de développer une EPS. 

L'ensemble de ces données renforce la vision selon laquelle l'EH est une 

atteinte astrocytaire et mitochondriale. En effet, on retrouve une quantité 

accrue de mitochondries dans les astrocytes Alzheimer de type II et 

l'utilisation du glucose ainsi que les récepteurs pour les benzodiazépines de 

type périphérique se retrouvent au niveau de la mitochondrie. 

Ces données ont des implications cliniques potentiellement grandes et 

pourraient influencer le traitement des complications des maladies de foie 

chroniques en fonction de l'âge du patient. Un suivi plus rigoureux de 

l'évolution de l'EH devra être envisagé pour les patients âgés par l'usage de 

tests de dépistage plus sensibles. Le contrôle de la concentration 

d'ammoniaque plasmatique chez ces patients devra également être plus 

méthodique, soit par des stratégies de réduction de la production 

d'ammoniaque ou par des thérapies visant à augmenter son élimination. 
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CHAPITRE 1: REVUE DE LA LITTÉRATURE 

1.1 L'ENCÉPHALOPATHIE PORTO-SYSTÉMIQUE 

L'encéphalopathie hépatique (EH) est une condition caractérisée par un 

ensemble de désordres neurologiques. On distingue deux formes principales 

d'EH, soit l'encéphalopathie porto-systémique chronique (EPS) et 

l'encéphalopathie associée à une dégénérescence hépatique aiguë. 

L'encéphalopathie porto-systémique, la forme la plus courante 

d'encéphalopathie, se développe de deux manières chez l'humain. 

Premièrement, lors d'une cirrhose, l'engorgement du foie entraîne une 

hypertension portale résultant en la formation de vaisseaux collatéraux entre 

la circulation systémique et la circulation porte. Deuxièmement, lorsque 

l'hypertension portale est trop grande et entraîne des complications comme 

des varices et des saignements cesophagiens ou gastro-intestinaux, on a 

souvent recours à une dérivation d'une partie de la veine porte vers la 

circulation systémique afin de réduire l'hypertension (Transjugular lntrahepatic 

Portacaval Shunt, ou TIPS). Dans les deux cas, une partie du sang venant 

des viscères ne passe plus par le foie et reste chargée de toxines, ce qui 

entraîne une EPS. 

L'encéphalopathie associée à une dégénérescence hépatique aiguë, comme 

celle observée lors de certaines hépatites ou lors d'un empoisonnement avec 

de l'acétaminophène, évolue rapidement de la confusion au coma en général 

en quelques heures ou quelques jours. Licedème cérébral et l'augmentation 

de la pression intracrânienne qui en résulte, provoquent rapidement la mort 



par un engagement cérébral, c'est-à-dire une compression des centres 

nerveux responsables de la respiration et du rythme cardiaque. 

Le propos de cette thèse étant l'encéphalopathie porto-systémique chronique, 

le terme d'encéphalopathie hépatique sera donc employé dans ce sens sauf 

lorsqu'il sera fait spécifiquement référence à la forme aiguë. 

1.1.1 Manifestations cliniques 

Traditionnellement, on classe les encéphalopathies en quatre grades basés 

sur différents symptômes observables cliniquement. Le grade 1 correspond à 

des symptômes précoces de l'EPS, comme des altérations subtiles de l'état de 

conscience, une attention réduite, de la dépression ou de l'euphorie, une 

irritabilité, de l'anxiété, ainsi que des cycles d'éveil et de sommeil anormaux. 

Au grade 2, ces symptômes progressent en désorientation, en amnésie, en 

léthargie avec ou sans changements de personnalité et par l'apparition 

d'astérixis. Le grade 3 se caractérise par de la somnolence, de la confusion, 

la stupeur, le délire et des réflexes de Babinski. Puis, au grade 4 le coma 

apparaît (Adams, R.D. et Foley, J.M. 1953). Généralement on peut remarquer 

une hyperventilation, provoquée par la stimulation du centre respiratoire par 

l'hyperammoniémie cérébrale, ainsi qu'une alcalose respiratoire 

proportionnelle au degré d'encéphalopathie chez les patients aux grades 3 et 

4 (Posner, J.B. et Plum, F. 1960). Rappelons qu'une alcalose respiratoire 

survient lorsque le taux plasmatique de CO2 diminue suite à une 

hyperventilation, faisant en sorte qu'une partie du tampon bicarbonate HCO3-

est convertie en CO2 et en OH-. 

2 



Chez les patients souffrant d'EPS, l'ammoniaque plasmatique et cérébrale est 

invariablement augmentée suite au détournement vers la périphérie du sang 

venant des viscères ainsi qu'à la perte de la fonction hépatique (Szerb, J.C. et 

Butterworth, R.F. 1992). Les symptômes de l'EPS peuvent apparaître ou sont 

aggravés par des conditions qui augmentent l'ammoniaque plasmatique telles 

qu'un apport alimentaire en protéines accru, des saignements gastro-

intestinaux ou l'utilisation de sédatifs (Butterworth, R.F. 2000). Les thérapies 

utilisées pour traiter l'EPS visent souvent à réduire l'ammoniaque plasmatique 

en limitant sa production dans l'intestin (Néomycine ou lactulose) ou en 

réduisant sa concentration par d'autres mécanismes (benzoate de sodium, 

phénylacétate, L-carnitine) (Hazell, A.S. et Butterworth, R.F. 1999). 

Le fait que les symptômes d'une EPS soient réversibles, suite à une 

transplantation hépatique par exemple, laisse penser que la source de cette 

atteinte est métabolique plutôt que structurelle (Hazell, A.S. et Butterworth, R.F. 

1999). Tout porte à croire que cette dérivation du sang portal vers la 

périphérie est la cause première de l'EPS. 	En effet, la construction 

chirurgicale d'une anastomose porto-cave chez des patients ayant une 

fonction hépatique normale au cours d'une résection de néoplasme 

pancréatique, a conduit à l'apparition d'épisodes d'EPS (McDermott, W.V. et 

Adams, R.D. 1954). 

L'EPS peut également être "subclinique", c'est-à-dire que chez ces patients, 

l'évaluation de l'état neurologique effectuée à l'aide de tests standard est 

normale mais ils ont tout de même des déficits subtils de leurs fonctions 

cognitives et motrices. La prévalence de ce type d'encéphalopathie peut 

atteindre 84% chez les patients cirrhotiques lorsqu'ils sont évalués à l'aide de 

tests plus sensibles (Quero, J.C. et Schalm, S.W. 1996). 
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1.1.2 Effets de l'âge 

Les premières références à une influence de l'âge sur l'EPS remontent aux 

années soixante et soixante-dix où l'on observa que les patients présentant 

les signes d'encéphalopathie les plus prononcés, suite à la construction 

chirurgicale d'une anastomose porto-cave, étaient significativement plus âgés 

que les autres (Kardel, T. 1974; Read, A.E. et al. 1961). En plus d'identifier une 

corrélation entre l'âge et l'EPS, ces premières études en ont identifié une autre 

entre l'EPS et la capacité hépatique d'élimination du galactose (Kardel, T. 

1974). Ces auteurs suggéraient qu'il y a peut-être une baisse du métabolisme 

hépatique en fonction de l'âge, mais cette dernière corrélation ne fut pas 

confirmée par les études subséquentes. 

Ce n'est que plus récemment que des études cliniques avec de plus larges 

effectifs ont identifié l'âge comme étant un facteur de risque dans le 

développement de l'EPS (Cabrera, J. et al. 1996; Ong, J.P. et al. 2000; Rôssle, 

M. et al. 1994; Sanyal, A.J. et al. 1994; Siegerstetter, V. et Rossle, M. 1997; 

Zuckerman, D.A. et al. 1997). Quelques études randomisées comparant des 

patients ayant subi un TIPS à un groupe équivalent ayant subi une 

sclérothérapie, ont identifié un âge avancé ainsi qu'un passé médical d'EPS 

comme étant les seuls facteurs de risque de développer de nouveaux 

épisodes d'EPS (Cabrera, J. et al. 1996; Sanyal, A.J. et a/. 1994). Parmi les 

patients ayant subi un TIPS, on a observé également que ceux chez qui il y a 

aggravation ou développement de nouveaux épisodes d'EH sont 

significativement plus vieux que les autres (64±8 vs 54±12 ans p<0.05) 

(Rôssle, M. et al. 1994) 
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Comme on peut le constater, la littérature clinique à ce sujet commence 

seulement à apparaître et l'évaluation des effets de l'âge sur un modèle 

animal d'EPS fait toujours défaut. 

1.1.3. L'encéphalopathie porto-systémique est associée à une 

atteinte astrocytaire 

L'EPS provoque des changements presque exclusivement astrocytaires, à tel 

point qu'on la décrit comme une "gliopathie". Avant d'aller plus loin dans 

l'étude de l'histopathologie, un bref rappel de la physiologie des astrocytes est 

souhaitable. 

1.1.3.1 Physiologie des astrocytes 

Les astrocytes sont les cellules les plus nombreuses du système nerveux 

central et sont en contact intime avec les axones, les boutons synaptiques et 

les capillaires sanguins. Ils sont au centre des échanges métaboliques du 

cerveau et forment une barrière extrêmement efficace entre les neurones et le 

sang que l'on dénomme barrière hémato-encéphalique. 

Ces cellules sont impliquées dans la régulation étroite de la composition du 

milieu extracellulaire et exercent de nombreuses autres fonctions comme la 

synthèse des précurseurs de neurotransmetteurs à l'intention des neurones, la 

détoxication de nombreux composés endogènes ou exogènes, ainsi que le 

maintien de l'homéostasie de différents ions (K+, H+, Ca2+ etc.). 
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Les astrocytes sont également le siège d'un phénomène assez singulier, 

décrit pour la première fois par Cornell-Bell et al (1990), à l'effet qu'une 

dépolarisation ainsi que l'entrée de Ca2+ induite par du glutamate (Glu) peut 

se propager aux autres astrocytes environnants (Cornell-Bell, A.H. et al. 1990). 

Les astrocytes forment ainsi un immense syncytium formé par des jonctions 

GAP laissant passer le Ca2+ entre astrocytes adjacents (Giaume, C. et 

McCarthy, K.D. 1996). Il a été proposé depuis que cette communication à 

longue portée dans le réseau d'astrocytes serait le mécanisme à la base de 

leur adaptation aux besoins neuronaux (Nedergaard, M. 1994). 

Des données récentes laissent penser que la communication entre les 

neurones et les astrocytes est plus intense que l'on ne l'avait cru. Les 

neurones libérant des facteurs trophiques à l'intention des astrocytes qui en 

retour régularisent la composition du milieu extracellulaire, les soutiennent 

métaboliquement et pourraient même influencer la neurotransmission 

(Nedergaard, M. 1994). 

1.1.3.2 Histopathologie 

Du point de vue histologique, on observe lors d'une EPS un changement 

caractéristique des astrocytes qui a été décrit pour la première fois par von 

Hôsslin et Alzheimer (1912) et que l'on appelle maintenant une astrocytose 

Alzheimer de type II. Cette atteinte n'a rien à voir avec la maladie d'Alzheimer, 

plus familière, en dehors d'avoir été décrite par le même chercheur. 

Typiquement on observe un gonflement des astrocytes, une prolifération et un 

gonflement des mitochondries (Norenberg, M.D. 1977) ainsi qu'une 

vacuolisation (Zamora, A.J. et al. 1973). On retrouve dans ces cellules un 
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noyau pâle, gonflé parfois lobulé et souvent associé à un imposant nucléole 

dans lequel on trouve de temps à autre une accumulation de glycogène 

(Butterworth, R.F. et al. 1987; Gregorios, J.B. et al. 1985; Norenberg, M.D. 

1990; von Hôsslin, C. et Alzheimer, A. 1912) (Figure 1.1). On observe 

également une multiplication importante des ribosomes et des membranes 

intracellulaires lisses (Zamora, A.J. et al. 1973). 

L'astrocytose Alzheimer de type 11 n'est pas un phénomène uniforme dans le 

cerveau. Les régions les plus touchées sont le cortex, les noyaux gris 

centraux et le cervelet (Adams, R.D. et Foley, J.M. 1953), alors que le tronc 

cérébral et la moelle épinière sont épargnés (Blei, A.T. et al. 1992). 

Figure 1.1 Astrocytes Alzheimer de type II (A) et astrocytes normaux (N) dans 
le cortex frontal de rat suite à une APC de quatre semaines suivie 
par l'injection d'acétate d'ammonium (3.8 mmol/kg). 
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L'astrocytose Alzheimer de type II a été observée dans plusieurs modèles 

animaux (Tableau 1.1). L'apparition de l'astrocytose Alzheimer de type 11 



semble être directement proportionnelle à la concentration d'ammoniaque à 

laquelle sont exposés les astrocytes (Tableau 1.1). En effet, certains auteurs 

n'ont pas observé d'astrocytose de type 11 chez les rats ayant une APC alors 

que tous en ont constaté lorsqu'ils ont administré une surcharge 

d'ammoniaque à ces mêmes animaux (Tableau 1.1). 

11 est intéressant de noter que chez le rat, cette atteinte apparaît principalement 

lorsque la concentration d'ammoniaque plasmatique atteint des niveaux entre 

300 et 1000 µg/dl alors que, chez le singe on l'observe à des niveaux 

légèrement plus bas d'environ 200 à 300 p.g/d1. Chez l'humain également on 

voit apparaître l'astrocytose à des niveaux d'ammoniaque plasmatique 

légèrement plus bas soit de 62 p.mo1/1 (Boogerd, W. et al. 1990) ou 150 pig/dI 

(Taylor, P. et al. 1979). Une étude plus exhaustive a montré que chez 

l'humain, on voit une progression de l'astrocytose avec l'augmentation de la 

concentration d'ammoniaque, d'inexistante à des niveaux d'environ 100 µ,g/d1 

(normale <94 lig/d1), elle devient sévère à environ 200 à 300 µg/dl (Martin, H. 

et al. 1987). Dans le même ordre d'idée, le volume nucléaire des astrocytes 

Alzheimer de type 11 est moins grand chez les rats ayant une APC (125 p.3) que 

chez des patients cirrhotiques (170 à 190 µ3), alors que les individus normaux 

dans les deux cas ont un volume nucléaire d'environ 90 à 100 pl3  

(Cavanaugh, J.B. et al. 1971). 

Norenberg et al. (77) ont été capables de corréler le statut neurologique et les 

changements astrocytaires induits chez des rats ayant une APC puis gavés 

avec des résines libérant de l'ammoniaque. Chez l'humain on observe 

exactement les mêmes changements astrocytaires en corrélation avec les 

symptômes cliniques et l'ammoniaque plasmatique (Martin, H. et al. 1987). 
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Tableau 1.1: Sommaire des principaux résultats publiés sur l'astrocytose 

Alzheimer de type II dans divers modèles animaux. 

Auteurs Astrocytose 
type 	II 

-Volume 
nucléaire 

Gliose Nécrose 
Neurones 

Ammoniaque 
plasmatique 

Rats APC (1 à 35 sem) 
(Cavanagh et Kyu, 1971) 

(Cavanagh et ai. 1971) 

± 

+ 
+ 

+ 

- -:- 3501.1g/d1 

÷ 4001.1g/d1 
(Cavanagh et al. 1972) + + + 300 µg/d1 
(Zamora, A.J. et al. 1973) 

(Norenberg et Lapham 1974) 

- a + 
n.r. 

n.r. 

-- 400 µg/dl 
(Norenberg. et aL 1974) - ÷ 400 µg/d1 
(Diemer et al. 1977) _ a -I- -I- +ID ÷ 300 µg/dl 
(Norenberg 1977) _ - _ -- 300 µg/dl 
(Pilbeam et al. 1983) + - 	200 lig/dl 

Rats APC + ammoniaque 
(Norenberg et Lapham 1974) + + + ÷ 1000 µg/d1 

(Norenberg et al. 1974) + -I- + - -:- 1000 p.g/d1 

(Pilbeam et al. 1983) + + + + ÷ 1000 lig/dI 

(Norenberg 1977) + + + n.r. ÷ 1000 lig/d1 

Singe APC (7 à 30 sem) 
(Taylor et al. 1979) ÷ 200 ii.g/d1 

Singe + ammoniaque 
(Cole et al. 1972) n.r. -30011g/dl 

+ présent, 

- absent, 

n.r. non rapporté 

a Fixation par perfusion qui n'entraîne pas d'astrocytose de type II (voir texte pour explications) 

b Ils n'ont pas observé de nécrose comme telle mais une baisse du nombre de neurones après 

22 semaines d'anastomose porto-cave. 
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Chez les astrocytes en culture, l'augmentation de la taille des nucléoles 

semble également être proportionnelle à la concentration d'ammoniaque à 

laquelle ils sont exposés, ainsi qu'à la durée du traitement (Gregorios, J.B. et 

al. 1985). Par contre cette équipe a utilisé principalement une concentration 

d'acétate d'ammoniaque de 10 mM ce qui est bien au-dessus de la 

concentration cérébrale d'ammoniaque observée lors d'une encéphalopathie 

hépatique humaine (1 mM) (Vergara, F. et al. 1974; Watanabe, A. et al. 1984) 

ou expérimentale (4-5 mM) (Butterworth, R.F. et a/. 1988). 

Le lien entre l'hyperammoniémie et les modifications astrocytaires a été 

renforcé par la localisation immunohistochimique de la glutamine synthétase 

(GS) dans les astrocytes (Martinez-Hernandez, A. et al. 1977). C'est cette 

enzyme qui catalyse la conversion du Glu et de l'ammoniaque en glutamine 

(Gin), participant ainsi à la détoxification de l'ammoniaque dont il sera 

question dans une section subséquente. Cette même étude a également 

montré que la GS immunoréactive est augmentée dans les astrocytes de rats 

ayant une APC et gavés avec des résines libérant de l'ammoniaque. Dans le 

même ordre d'idée, l'inhibition de cette enzyme par la L-Méthionine 

Sulfoximine (MSO) provoque une astrocytose Alzheimer de type II chez des 

rats normaux (Gutierrez, J.A. et Norenberg, M.D. 1975; Gutierrez, J.A. et 

Norenberg, M.D. 1977). Ceci suggère que l'ammoniaque est bel et bien la 

cause de l'apparition de l'astrocytose Alzheimer de type II. 

Cette vision est d'autant plus renforcée par le fait que les patients ayant des 

déficiences enzymatiques du cycle de l'urée, et par le fait même 

hyperammoniémiques, présentent une astrocytose Alzheimer de type II 

(Bruton, C.J. et al. 1970; Campbell, A.G. et al. 1973; Lewis, P.D. et Miller, A.L. 

1970; Martin, J.J. et Schlote, W. 1972; Packman, S. et al. 1978). On observe 



également l'apparition d'astrocytes Alzheimer de type II chez des patients 

ayant une fonction hépatique normale mais devenus hyperammoniémiques 

pour d'autres raisons (Boogerd, W. et a/. 1990; McDermott, W.V. et Adams, 

R.D. 1954). 

Parmi les autres changements que l'on peut noter au niveau des astrocytes, il 

y a un déclin de l'expression du GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein), une 

protéine cytoplasmique faisant partie du cytosquelette (filaments 

intermédiaires), tant chez des cultures d'astrocytes exposées à des 

concentrations d'ammoniaque de l'ordre du millimolaire (Norenberg, M.D. et 

al. 1990), que chez le modèle animal (Sobel, R.A. et al. 1981). Toujours chez 

le rat ayant une APC, un autre rapport fait plutôt état d'une augmentation de 

l'expression du GFAP dans les astrocytes de Bergmann alors que dans les 

autres astrocytes du cervelet, il est à la baisse (Suarez, I. et aL 1992). Par 

contre cette hausse de l'expression de GFAP dans les cellules gliales de 

Bergmann n'a pas pu être reproduite dans le cervelet d'humains décédés à la 

suite d'un coma hépatique, laissant penser que l'atteinte humaine pourrait être 

légèrement différente (Kril, J.J. et al. 1997). 

Le fait que l'on retrouve souvent des astrocytes Alzheimer de type II par paire a 

conduit à l'hypothèse que ce type de cellule soit en division (Lapham, L.W. 

1962). Par contre, aucune des caractéristiques des cellules mitotiques 

(centrioles et microtubules) n'est observable chez les astrocytes Alzheimer de 

type II (Norenberg, M.D. 1981). Une étude de microspectrophotométrie sur 

des tranches de cortex d'humains décédés des suites d'une EH a montré que 

chez un petit nombre d'astrocytes la quantité d'ADN double, ce qui laisse à 

penser que ces cellules se préparent à une division (Lapham, L.W. 1962). 

Mais encore une fois aucune des caractéristiques de la mitose n'a pu être mis 
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en lumière dans cette étude. 

Si toutes les études sur le sujet ont montré une augmentation du nombre 

d'astrocytes Alzheimer de type 11 suite à une exposition à l'ammoniaque, très 

peu ont pu démontrer une augmentation du nombre total d'astrocytes laissant 

penser qu'il s'agit d'une transformation des astrocytes normaux en astrocytes 

Alzheimer de type II (Norenberg, M.D. 1981). 

L'injection de 3H-thymidine à des animaux ayant subi une APC a montré qu'il y 

a incorporation de ce marqueur dans le noyau des astrocytes Alzheimer de 

type II, suggérant une synthèse active d'ADN (Brumback, R.A. et Lapham, 

M.D. 1989). Par contre, ces auteurs n'ont pas pu observer de signes de mitose 

chez les astrocytes Alzheimer de type II, bien que ces signes soient évidents 

chez les cellules épithéliales de l'intestin en constante division. À la lumière 

de ces données, il semble que les astrocytes Alzheimer de type II synthétisent 

de l'ADN mais qu'ils ne sont pas en division active. Il est possible que les 

dérangements métaboliques de ces cellules envoient des signaux de mitose 

au noyau sans toutefois stimuler la division. 

Il est remarquable qu'à de très rares exceptions, aucune équipe n'a pu mettre 

en évidence une atteinte neuronale de manière histologique (Tableau 1.1). 

Les neurones semblent en bon état et n'exhibent pas de modifications 

majeures malgré qu'à leur côté il y ait des masses d'astrocytes Alzheimer de 

type II. 

Pour finir, on se doit de souligner que les changements, dont il a été question 

ici, semblent être liés à la fixation des tissus par immersion car la fixation par 

perfusion n'entraîne pas d'astrocytose Alzheimer de type II (Cavanagh, J.B. et 

Kyu, M.H. 1971; Norenberg, M.D. et Lapham, L.W. 1974; Rizzuto, N. et 
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Gonatas, N.K. 1974). Certains ont également émis l'hypothèse que le 

traitement des tranches dans des bains successifs d'alcool pouvait contribuer 

à ce phénomène (Gutierrez, J.A. et Norenberg, M.D. 1975). Quoique 

l'astrocytose Alzheimer de type II semble être un artefact de fixation et que les 

astrocytes in vivo n'ont vraisemblablement pas cet aspect, il reste que ces 

changement surviennent uniquement après une exposition à l'ammoniaque et 

sont clairement le reflet d'une atteinte astrocytaire. 

1.1.4 	Modèles animaux d'encéphalopathie porto-systémique 

1.1.4.1 	Anastomose porto-cave chez le rat 

Les premières dérivations portales, c'est-à-dire le détournement du flux 

sanguin portal vers la circulation systémique, ont été réalisées chez le chien 

par Eck en 1877 (Eck, N.V. 1953). Il faudra attendre 1903 avec les travaux de 

Vidal (Vidal, M. 1903) pour que ce type d'intervention soit utilisé avec succès 

pour traiter l'ascite. Ce n'est qu'en 1945 qu'une étude exhaustive des effets 

de cette intervention sur l'hypertension portale a été entreprise par Whipple 

puis quelques années plus tard par Blackemore (Blakemore, A.H. 1955; 

Whipple, A.O. 1945). En 1961, Lee et Fisher et en 1963 Bismuth et al. 

mettaient au point une technique d'anastomose par micro-suture vasculaire 

qui est rapide, fiable et reproductible (Bismuth, H. et al. 1963; Lee, S.H. et 

Fisher, B. 1961). Depuis ce temps l'anastomose porto-cave (APC) chez le rat 

constitue un modèle de choix pour l'étude de l'encéphalopathie porto-

systémique chronique. 

Par contre, certaines précautions sont à prendre pour éviter d'introduire des 

biais. Par exemple, il est impératif de comparer les rats ayant subi une APC 
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avec un groupe contrôlé ayant subi le même stress opératoire ainsi que la 

même interruption du flot sanguin portal et cave (fausse intervention) afin 

d'éviter les biais occasionnés par ce stress. 

Les rats porteurs d'une APC présentent une encéphalopathie latente et ont la 

plupart des anomalies biochimiques, histologiques et comportementales qui 

sont caractéristiques de l'atteinte humaine (Blei, A.T. et al. 1992). On y 

observe une hyperammoniémie plasmatique et cérébrale (Ehrlich, M. et al. 

1980), l'apparition d'une astrocytose Alzheimer de type II (Cavanagh, J.B. et 

Kyu, M.H. 1971; Zamora, A.J. et al. 1973), un gonflement des astrocytes 

périvasculaires (Swain, M.S. et al. 1991) ainsi qu'une atrophie testiculaire 

(Martin, J.R. et al. 1980; Van Thiel, D.H. et al. 1985) comparables aux données 

humaines. Une atrophie hépatique assez marquée apparaît rapidement suite 

aux changements de la perfusion du foie et est directement liée au degré 

d'ouverture de l'anastomose (Coy, D.L. et aL 1991). 

En général, les rats ayant subi une APC ne gagneront pas de poids ou même 

peuvent en perdre légèrement durant les premiers dix à quinze jours 

post-opératoires, suivi d'un gain de poids qui va au même rythme que les 

animaux avec une fausse intervention (Coy, D.L. et aL 1991). . 

À l'instar des modifications des cycles d'éveil et de sommeil chez les patients 

atteint d'EPS (Bergonzi, P. et al. 1978; Córdoba, J. et al. 1998; Kurtz, D. et al. 

1972; Wiltfang, J. et al. 1999) l'APC chez le rat provoque une altération des 

cycles d'activité ambulatoire (Therrien, G. et aL 1995). De nombreuses études 

ont montré que l'activité des rats anastomosés diminue sensiblement, surtout 

dans sa portion nocturne qui correspond à leur période active, alors que 

l'activité diurne n'est presque pas affectée (Coy, D.L. et aL 1992; Therrien, G. 

et aL 1995; Tricklebank, M.D. et al. 1978; Zee, P.C. et al. 1991). De plus, une 



réduction de la durée totale du sommeil a déjà été décrite dans ce modèle 

animal (Beaubernard, C. et al. 1980; Lantin, N. et al. 1979; Monmaur, P. et al. 

1976). Ces symptômes sont comparables à ceux observés chez l'EPS 

humaine (Wiltfang, J. et al. 1999) au stade 0, c'est-à-dire une EPS minimale ou 

subclinique (Blei, A.T. et al. 1992). 

Des études ont déjà démontré que chez les rats ayant une APC, il y a une 

réduction de l'activité ambulatoire et exploratrice concomitante avec 

l'apparition d'une astrocytose Alzheimer de type II (Mariani, P. et al. 1996; 

Ribeiro, J. et aL 1992). 

Chez ces animaux, 6 à 8 jours après l'opération, on note également une 

légère augmentation du pH intracellulaire au niveau des astrocytes corticaux 

(Swain, M.S. et aL 1991). Par contre, 4 semaines après l'opération on ne peut 

observer de changements de pH global du cerveau tel que mesuré par 

résonance magnétique nucléaire (RMN) (Fitzpatrick, S.M. et al. 1988). 

On observe une baisse progressive de l'ammoniaque plasmatique 

commençant environ 8 à 12 semaines après l'intervention (Cavanagh, J.B. et 

Kyu, M.H. 1971). Ce lent retour à la normale, pouvant s'échelonner sur une 

vingtaine de semaines, est variable d'un animal à l'autre et on pense qu'il est 

dû à une revascularisation du foie et à la formation de vaisseaux collatéraux 

(Kyu, M.H. et Cavanagh, J.B. 1970). 

1.1.4.2 	Administration de tétrachlorure de carbone 

Quoique l'alcool soit l'une des causes majeures de la cirrhose chez l'humain, 

11 est généralement admis que l'administration d'alcool seul à des rongeurs de 
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laboratoire n'est pas suffisante pour induire une cirrhose. La méthode la plus 

commune pour l'induction expérimentale de cirrhose est l'administration d'une 

hépatotoxine, le tétrachlorure de carbone (CCI4). Cependant, les premières 

études utilisant ce procédé produisaient des résultats imprévisibles et souvent 

inconsistants. 

Le problème majeur que l'on rencontre pour produire une cirrhose avec le 

CC14  est la variabilité de la réponse des différents sujets à l'hépatotoxine (Blei, 

A.T. et al. 1992). Par exemple, une dose de CCI4  qui n'a pas d'effet à long 

terme sur le foie d'un rat, peu importe le temps de l'exposition, peut facilement 

entraîner la mort en 2 à 7 jours chez un autre (Proctor, E. et Chatamra, K. 

1984). Ceci fait en sorte que la production d'une cirrhose comparable entre 

les différents rats du groupe exposé, est presque impossible sans un 

ajustement des doses en fonction de la susceptibilité de chaque sujet. Une 

telle méthode à été mise au point et implique l'administration intragastrique 

hebdomadaire (en 7 à 10 sem) de CCI4  et d'un suivi quotidien du poids de 

l'animal afin de rectifier la dose en fonction de la réponse de l'animal (Proctor, 

E. et Chatamra, K. 1984). 

Suite à l'induction d'une telle cirrhose on retrouve des changements 

pathologiques reproductibles tels qu'une hyperammoniémie, une surface du 

foie finement nodulaire, une dérivation sanguine portale vers la périphérie, un 

élargissement de la rate, une atrophie testiculaire, une hypertension portale, 

une baisse de l'albumine plasmatique et finalement la production d'ascite 

(Blei, A.T. et al. 1992). 



1.1.4.3 Obstruction des voies biliaires 

On sait depuis longtemps que la ligature des voies biliaires provoque une 

cirrhose biliaire (Cameron, G.R. et Hasan, S.M. 1958; Cameron, G.R. et 

Oakley, C.L. 1932; Trams, E.G. et Symeonidis, A. 1983). Ici encore une 

certaine variabilité semble être présente car certains auteurs rapportent avoir 

produit une cirrhose avec cette méthode chez le rat en 3 à 5 semaines 

(Cameron, G.R. et Hasan, S.M. 1958) alors que d'autres étaient incapables 

d'observer une cirrhose jusqu'à 40 jours suite à l'intervention (Franco, D. et aL 

1979; Johnstone, J.M. et Lee, E.G. 1976). 

Comme la technique du CCI4, les rats développent une cirrhose et de l'ascite 

reproduisant assez fidèlement les changements survenant chez l'humain. 

Cette méthode a néanmoins l'avantage de ne pas exposer les rats à une 

toxine et à ses effets sur d'autres organes que le foie. Ce point est toutefois 

contrebalancé par l'impossibilité de varier la cause, c'est-à-dire la ligature, 

pour s'ajuster à l'effet variable d'un sujet à l'autre comme dans le cas du CCI4. 

Ainsi, il devient assez ardu de produire une cirrhose reproductible et 

équivalente entre les sujets d'un même groupe. 

1.1.4.4 Diète contenant des sels d'ammoniaque 

L'attrait de ce modèle animal vient de sa simplicité. En effet, il suffit de donner 

une diète contenant des sels d'ammoniaque pour que les rats deviennent 

modérément hyperammoniémiques (Semon, B.A. et al. 1989). En dépit de 

l'apparente simplicité de la méthode, il y a certains écueils. Tout d'abord, au 

lieu des deux groupes classiques (contrôles et hyperammoniémiques), on doit 

en avoir un troisième qui correspond à des rats appariés pour la quantité de 
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nourriture consommée par les rats ayant la diète à l'ammoniaque. Comme on 

pourrait s'y attendre, les rats hyperammoniémiques ne consomment pas 

autant de nourriture que s'ils étaient nourris ad libitum avec une diète 

standard (Azorin, l. et al. 1989). L'apport alimentaire étant moindre il faut 

pouvoir prouver qu'il n'a pas d'effet sur les mesures que l'on veut effectuer. 

Certains auteurs ont tenté de contourner le problème par l'entraînement des 

rats et l'administration de diètes spéciales avant l'expérience (Semon, B.A. et 

al. 1988), mais la popularité de cette approche reste limitée. 

Malgré que ce modèle élève modérément les niveaux d'ammoniaque 

plasmatiques et cérébraux, il n'en demeure pas moins que la fonction 

hépatique reste intacte contrairement aux animaux avec une APC ou une 

cirrhose. Par exemple, les rats ayant reçu une diète à base d'ammoniaque 

sont moins sensibles à l'injection d'un bolus d'ammoniaque (Mihana, M.D. et 

al. 1988), alors que les rats ayant une APC le sont beaucoup plus (Cooper, 

A.J. et Lai, J.C. 1987; Hindfelt, B. et al. 1977). 

Les causes de cette différence sont ouvertes au débat et font en sorte que ce 

modèle animal sera difficilement comparable avec l'atteinte humaine tant que 

les mécanismes impliqués ne seront pas mieux compris. 

1.2 SUBSTANCES NEUROTOXIQUES PRODUITES LORS DE 

MALADIES HÉPATIQUES CHRONIQUES 

1.2.1 	Liens entre l'accumulation de manganèse et 

l'encéphalopathie porto-systémique 
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De récents travaux ont fait en sorte que le rapport entre l'encéphalopathie 
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hépatique et l'accumulation de manganèse dans le cerveau de patients 

souffrant de maladies hépatiques chroniques devienne de plus en plus clair. 

On observe une hyperintensité du globus pallidus en imagerie par résonance 

magnétique nucléaire (RMN) pondérée en T1 chez plus de 80% des patients 

cirrhotiques (Butterworth, R.F. et aL 1995; lnoue, E. et aL 1991; Kulisevsky, J. et 

al. 1992; Spahr, L. et aL 1996; Weissenborn, K. et aL 1995). L'analyse directe 

des tissus provenant de patients décédés des suites d'un coma hépatique a 

montré qu'il s'agit d'une forte augmentation (190%) de la concentration de 

manganèse (Krieger, D. et al. 1995; Pomier Layrargues, G. et al. 1995). Chez 

les rats ayant une APC on trouve également une hausse (70%) de la 

concentration de manganèse dans les régions pallidales (Rose, C. et aL 

1999). 

Le manganèse est excrété par voie biliaire (Papavasiliou, P.S. et al. 1966) et 

les concentrations de manganèse sont systématiquement augmentées dans le 

sang des patients cirrhotiques chez qui l'on observe une hyperintensité 

pallidale en imagerie RMN pondérée en T1 (Hauser, R.A. et aL 1994; Spahr, 

L. et aL 1996). Ce genre d'hyperintensité pallidale a également été constaté 

lors d'intoxications industrielles au manganèse (Nelson, K. et aL 1993). 

L'examen histologique a révélé l'apparition d'une astrocytose Alzheimer de 

type II chez les patients morts des suites d'un coma hépatique chez qui 

auparavant on avait remarqué une hyperintensité pallidale par imagerie RMN 

pondérée en T1 (Kulisevsky, J. et al. 1992; Weissenborn, K. et al. 1995). 

Chez des primates intoxiqués avec du manganèse, on note également une 

telle formation d'astrocytes Alzheimer de type II (Pentschew, A. 1964) ainsi 

qu'une hyperintensité pallidale en imagerie RMN (Newland, M.C. et aL 1989). 

En plus de ces données cliniques, on a remarqué que l'exposition in vitro de 
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été observée chez des patients dont la fonction hépatique était normale mais 

qui étaient hyperammoniémiques suite à une déchirure de la vessie (Boogerd, 

W. et al. 1990) ou suite à une APC au cours d'une résection de néoplasmes 

pancréatiques (McDermott, W.V. et Adams, R.D. 1954) vient appuyer cette 

thèse. Chez ces mêmes patients on a pu noter l'apparition d'une astrocytose 

Alzheimer de type II ce qui confirme le lien entre l'EPS, l'astrocytose et 

l'hyperammon iém ie. 

1.2.3 	Production et élimination de l'ammoniaque 

L'action bactérienne dans l'intestin produit une grande quantité 

d'ammoniaque qui s'ajoute à celui relié au catabolisme normal des acides 

aminés dans différents organes (Cooper, J.L. 1996). Le foie reçoit directement 

la plus grande partie de l'ammoniaque en provenance des intestins via la 

veine porte. Une part moins importante peut également être réintroduite dans 

la circulation par les reins dans certaines conditions (Cooper, J.L. 1996). 

1.2.3.1. 	Élimination par le foie 

Le foie est l'organe prépondérant pour la transformation des déchets 

métaboliques azotés en une forme non toxique facilement excrétable. La 

capacité d'élimination de l'ammoniaque telle quelle est assez limitée et celle-

ci devient toxique, particulièrement pour le système nerveux central, 

lorsqu'elle est en trop grande concentration dans le sang. Le foie possède 

deux mécanismes de détoxification de l'ammoniaque, le premier étant la 

synthèse de l'urée dans les hépatocytes périportaux et l'autre la synthèse de 
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Gln à partir de Glu et d'ammoniaque par la GS des hépatocytes périveineux 

(Cooper, J.L. 1996). La production d'urée par les hépatocytes péri-portaux 

correspond à la ligne de front car ils possèdent une grande capacité de 

détoxification et métabolisent jusqu'à 70% de l'ammoniaque plasmatique 

(Hâussinger, D. et al. 1984). Ce qui reste d'ammoniaque dans le sang arrive 

aux hépatocytes périveineux qui ont une moins grande capacité que les 

hépatocytes périportaux mais une plus grande affinité (Hâussinger, D. et aL 

1984). La combinaison de ces deux mécanismes et leur organisation dans le 

foie en font un système très efficace de détoxification de l'ammoniaque. 

La formation de l'urée par le foie découle de l'activité du cycle de l'urée dans 

les hépatocytes périportaux. L'urée est formée de deux molécules d'azote 

dont l'une provient de l'ammoniaque, alors que la deuxième vient de 

l'aspartate. Il est à noter qu'il y a un prix à payer pour la synthèse de l'urée, 

car pour chaque molécule d'urée produite il y a hydrolyse de quatre liens 

phosphates de haute énergie (Cooper, J.L. 1996). 

L'urée et la Gln ainsi formées retournent dans la circulation systémique pour 

être excrétées par le rein. 

1.2.3.2 	Élimination par le muscle 

Outre sa conversion en urée par le foie, l'ammoniaque peut être incorporé au 

Glu pour former de la Gln dans le muscle, via l'enzyme GS. Malgré que la 

quantité de GS dans le muscle soit relativement faible, on croit que la 

proportion énorme de muscle dans l'organisme (40% du poids) fait en sorte 

que celui-ci est tout de même un site de détoxification important de 

l'ammoniaque (Girard, G. et Butterworth, R.F. 1992). 
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Les premières études sur la détoxification de l'ammoniaque par le muscle ont 

montré que chez des sujets normaux il y a une extraction de l'ammoniaque par 

le muscle de l'avant-bras et que cette extraction était grandement réduite par 

l'atrophie musculaire (Ganda, 0.P. et Ruderman, N.B. 1976). Des travaux 

utilisant la tomographie à émission de positrons (PET) avec le traceur 

13N-ammoniaque ont permis d'évaluer la clairance de l'ammoniaque pour 

l'organisme en entier à 1 mole/jour chez des patients avec une APC et à 

0.66 mole/jour chez les normaux (Lockwood, A.H. et al. 1979). Cette étude a 

montré que le cerveau ne métabolise qu'environ 7 % de l'ammoniaque 

circulant, et que le foie, le cerveau, le sang et la vessie ensemble totalisent 

environ 30 % de l'ammoniaque injecté. Leurs données suggèrent qu'une 

grande part de l'ammoniaque circulant est métabolisée dans le muscle 

squelettique. 

1.2.3.3 	Élimination par le rein 

Comme mentionné plus haut, une alternative à la détoxification de 

l'ammoniaque via le cycle de l'urée est la synthèse de la Gln. Dans le rein, la 

Gln peut servir de précurseur pour l'excrétion de l'ammoniaque via sa 

désamidation par une glutaminase intramitochondriale phosphate 

dépendante. Le NH3  ainsi produit dans les cellules du tube rénal n'étant pas 

chargé, il peut aisément diffuser dans la lumière tubulaire et se combiner alors 

aux ions H+ présents. L'ion NH4  + qui en résulte ne peut guère rediffuser car 

sa charge l'empêche de traverser les membranes facilement et sera donc 

excrété. 

Chez les rats avec une APC on trouve de fortes augmentations des 
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concentrations artérielles de Gln (APC, 697µM, contrôles, 513 1.1M) et 

d'ammoniaque (APC, 247 tiM, contrôles, 51 µM) (Dejong, C.H. et al. 1993c) 

qui favorisent l'excrétion de l'ammoniaque par le rein. Effectivement, de 

nombreuses études comparatives ont montré hors de tout doute que dans les 

cas d'hyperammoniémie modérée, le rein permet de se débarrasser d'une 

partie du surplus d'ammoniaque par ce mécanisme (Dejong, C.H. et al. 1993b; 

Dejong, C.H. et aL 1993c; Dejong, C.H. et al. 1996; Heeneman, S. et al. 1994). 

On note également une augmentation de la capacité d'excrétion 

d'ammoniaque par le rein lorsque l'hyperammoniémie est plus sévère, mais 

celle-ci est rapidement excédée et on observe un plafonnement de l'excrétion, 

bien que les niveaux d'ammoniaque et de Gln soient augmentés (Dejong, 

C.H. et a/. 1993c). 

Chez les patients cirrhotiques, on note également une augmentation de 

l'excrétion de NH4-1-  par la voie rénale proportionnelle à la diminution de la de 

synthèse de l'urée par le foie (Hâussinger, D. et al. 1990). 

1.2.3.4 	Élimination par le cerveau 

Comme il a été mentionné plus haut, on observe une élévation très marquée 

de l'ammoniaque plasmatique ainsi qu'une alcalose tant chez les patients que 

chez le rat porteur d'une APC. Dans une solution aqueuse au pH 

physiologique l'ammoniaque existe entre 98 et 99% sous forme protonée 

NH4, on en retrouve donc de 1 à 2% sous sa forme gazeuse non chargée 

NH3 qui peut aisément diffuser à travers les membranes (Cooper, A.J. et 

Plum, F. 1987). La barrière hémato-encéphalique est environ 200 fois plus 

perméable pour la forme gazeuse que la forme protonée et l'équilibre entre les 
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deux formes est étroitement lié au pH sanguin (Raichle, M.E. et Larson, K.B. 

1981). La perméabilité de la barrière hémato-encéphalique à l'ammoniaque 

venant du sang est fonction du pH sanguin, du pH cérébral, de la solubilité 

lipidique du NH3 ainsi que du flux sanguin cérébral. Des études utilisant le 

traceur 13N-ammoniaque ont montré que la diffusion de l'ammoniaque et sa 

conversion en Gin par les astrocytes est extrêmement rapide (fi/2=3s) (Cooper, 

A.J.L. et Gelbard, A.S. 1988). 

Une étude récente utilisant le PET a démontré que le passage de 

l'ammoniaque à travers la barrière hémato-encéphalique ainsi que son 

métabolisme sont augmentés chez les patients cirrhotiques (Lockwood, A.H. et 

al. 1991b). Ces auteurs estiment qu'environ 20% de cette augmentation de 

perméabilité pourrait être causée par l'alcalose métabolique observée chez 

les cirrhotiques. Suite à une APC chez le rat une augmentation de l'extraction 

de l'ammoniaque du plasma vers le cerveau a également été notée 48h 

(Dejong, C.H. et al. 1992), 7 et 14 jours (Dejong, C.H. et al. 1993a) ainsi que 8 

semaines après la chirurgie (Gjedde, A. et al. 1978) . 

Le cerveau étant dépourvu d'un cycle de l'urée fonctionnel, celui-ci ne peut se 

débarrasser de l'ammoniaque que via la synthèse de Gln par les réactions 

suivantes. 

1) 2—cétoglutarate +NH3 + NADH 

2) Glutamate + NH3 + ATP 

L'enzyme glutamate déshydrogénase (GDH), presque ubiquitaire, catalyse la 

première réaction alors que la GS, qui catalyse la deuxième réaction, se 

retrouve presque exclusivement dans le cytoplasme des astrocytes (Martinez-

Hernandez, A. et al. 1977; Shank, R.P. et al. 1993). 



27 

Le principal point en faveur d'une telle détoxification de l'ammoniaque via la 

synthèse de Gln est qu'un bolus d'ammoniaque marqué au 13N est presque 

exclusivement incorporé à la Gln dans le groupement amide tant chez 

l'humain que chez des rats normaux ou avec une APC (Cooper, A.J. et al. 

1979; Lockwood, A.H. et al. 1979). De plus, la différence artério-veineuse 

cérébrale pour la Gln est augmentée chez les rats suite à une APC, laissant 

penser que le cerveau arrive à se débarrasser d'une partie de l'ammoniaque 

en libérant de la Gln dans le flux veineux (Duffy, T.E. et al. 1983). 

Cette détoxification de l'ammoniaque via la synthèse de Gln a donné lieu à la 

formulation de plusieurs hypothèses voulant que le métabolisme normal des 

neurotransmetteurs et/ou de leurs intermédiaires soit altéré. Cet aspect sera 

discuté plus loin dans la section traitant des neurotransmetteurs. 

1.2.4 	Effets directs de l'ammoniaque sur la fonction cérébrale 

Des concentrations élevées d'ammoniaque peuvent affecter le système 

nerveux central de manière directe en inhibant ou activant différents 

mécanismes. Par exemple, des concentrations d'ammoniaque de l'ordre du 

millimolaire inhibent le potentiel post-synaptique inhibiteur dans différentes 

régions cérébrales en bloquant le retrait du chlore du neurone post-synaptique 

(Raabe, W.A. 1989), rendant le neurotransmetteur inhibiteur inefficace. 

Des concentrations d'ammoniaque de l'ordre du millimolaire ont également un 

effet inhibiteur sur le potentiel excitateur post-synaptique et présynaptique. 

Effectivement, la neurotransmission glutamatergique des collatérales de 

Schaffer vers la corne d'Ammon (CA1) de l'hippocampe est inhibée de 

manière réversible par l'ammoniaque (Szerb, J.C. et Butterworth, R.F. 1992). 
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De plus, la décharge des neurones de la région CA1 initiée par l'application 

iontophorétique de Glu est inhibée par l'ammoniaque, suggérant que 

l'ammoniaque amoindrit la transmission synaptique excitatrice par un effet 

post-synaptique direct (Fan, P. et al. 1990). 

1.2.5 	Effet de l'ammoniaque sur le métabolisme énergétique 

La GS étant une enzyme dépendante de l'ATP, on pourrait s'attendre à ce que 

la détoxification de l'ammoniaque par les astrocytes augmente leurs besoins 

énergétiques. Une hypothèse avancée il y a longtemps par Bessman et 

Bessman (1955) était à l'effet que les concentrations anormalement élevées 

d'ammoniaque induisent la synthèse de Gln à un rythme tel que certains 

intermédiaires du cycle de Krebs comme le 2—cétoglutarate seraient épuisés 

conduisant à un déficit énergétique et éventuellement au coma (Bessman, 

S.P. et Bessman, A.N. 1955). Par contre, une étude sur des rats ayant une 

APC auxquels on a injecté une dose massive d'ammoniaque, a montré que 

les symptômes de l'EPS surviennent bien avant un déficit énergétique 

cérébral (Hindfelt, B. et aL 1977). 

Il a été démontré que l'ot-cétoglutarate déshydrogénase (a-KGDH), une 

enzyme clé du cycle de Krebs, est inhibée par des concentrations 

d'ammoniaque comparables à celles qui sont retrouvées dans l'EPS chez 

l'humain ou le modèle animal (Lai, J.C. et Cooper, A.J. 1986). Également, il 

semble qu'in vitro l'ammoniaque active la phosphofructokinase, une enzyme 

clé de la glycolyse (Lowry, O.H. et Passonneau, J.V. 1966). De plus, une 

baisse de l'efficacité de la navette malate-aspartate chargée de transporter les 

équivalents réductionnels (NADH) à travers les membranes mitochondriales a 
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été suggéré (Figure 1.2) (Hindfelt, B. et al. 1977). Le NADH ne pouvant 

traverser les membranes mitochondriales, c'est via le malate qu'il est 

transporté à l'intérieur des mitochondries pour être utilisé dans le cycle de 

Krebs (Williamson, J.R. et al. 1971). Il a été proposé que l'inhibition du 

fonctionnement de la navette malate-aspartate vient du fait que le Glu est 

moins disponible parce qu'il est utilisé pour la détoxification de l'ammoniaque 

par sa conversion en Gln (Figure 1.2). 

À la lumière de ces données, on a proposé l'hypothèse suivante qui, parmi 

d'autres, semble une des plus plausibles. L'ammoniaque provoque à la fois la 

stimulation de la glycolyse via la stimulation de la phosphofructokinase et en 

même temps une chute de l'activité du cycle de Krebs par l'inhibition de 

l'a-KGDH et l'inhibition de la navette malate-aspartate (Figure 1.2) (Cooper, 

J.L. 1996). Comme la chaîne mitochondriale de transport des électrons 

n'arrive plus à suivre le rythme de la glycolyse, une stimulation du 

métabolisme anaérobie s'ensuit avec l'augmentation concomitante du lactate 

et du ratio NADH/NAD+ cytosolique. 

Il semble, en effet, que le lactate augmente tant dans le liquide céphalo-

rachidien (LCR) de patients encéphalopathes (Yao, H. et al. 1987) que le LCR 

(Therrien, G. et al. 1991) ou le tissu cérébral (Hindfelt, B. et al. 1977) de rats 

ayant une APC suivie d'injection d'acétate d'ammonium. Dans le cas d'EH 

fulminante induite par l'injection de CCI4, il a été démontré que le lactate 

augmente d'environ le double sans aucun changement tant au niveau du pH 

que du métabolisme énergétique mesuré par 31P-RMN (Bates, T.E. et al. 

1989). Toutefois, ces changements surviennent à des concentrations 

d'ammoniaque cérébrales extrêmement élevées et les perturbations du 

métabolisme énergétique cérébral lors d'une hyperammoniémie modérée ne 
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sont pas assez grandes pour influencer sensiblement la synthèse d'ATP 

(Cooper, J.L. 1996). 

Figure 1.2. Relations entre le cycle de Krebs et la navette malate-aspartate 
transportant les équivalents réductionnels de part et d'autre des 
membranes mitochondriales. 

AAT: aspartate amino transférase, ALA: alanine, ASP: aspartate, AcCOA: acétyl 
coenzyme A, CIT: citrate, GLN: glutamine, GLU: glutamate, ISOCIT: iso-citrate, 
ŒKG: oc-cétoglutarate, LAC: lactate, MAL: malate, NADH: nicotinamide adénine 
dinucléotide réduit, NAD: nicotinamide adénine dinucléotide oxydé, OAA: 
oxaloacétate, PYR: pyruvate. 



Dans le même ordre d'idée, la production de CO2 par des cultures d'astrocytes 

exposées à des concentrations d'ammoniaque équivalentes à celles 

retrouvées lors d'une EPS (1 à 3 mM) sont significativement diminuées (Yu, 

A.C. et aL 1984). 

Certains chercheurs contestent l'hypothèse voulant que l'EPS soit engendrée 

par un déficit énergétique entre autre parce que le cerveau a la capacité de 

synthétiser les intermédiaires du cycle de Krebs via des réactions 

anaplérotiques qui peuvent fournir des intermédiaires au cycle par la 

carboxylation du pyruvate soit en oxaloacétate ou en malate (Hawkins, R.A. et 

Mans, A.M. 1989). 

Il apparaît que les astrocytes en culture augmentent leur production de 

glycogène lorsqu'on les met en présence de Glu (1 mM) ou de MSO (1 mM), 

cette hausse étant abolie par des inhibiteurs de la recapture du Glu (Swanson, 

R.A. et aL 1990). Ce glycogène étant presque uniquement formé à partir de 

glucose, ces auteurs suggèrent que lors de la recapture rapide du Glu 

extracellulaire les besoins en glucose chutent car le cycle de Krebs utilise 

alors le Glu comme source d'ATP et stocke le glucose sous forme de 

glycogène. 

Une étude récente utilisant la spectroscopie par RMN a montré que le Glu peut 

être utilisé par les astrocytes en culture comme source d'énergie en 

fournissant certains intermédiaires du cycle de Krebs (McKenna, M.C. et aL 

1996). Cette même étude a démontré qu'à des concentrations de Glu de 

0.1 mM, celui-ci était métabolisé en Gln à 85% et qu'à des niveaux de 0.2 à 

0.5 mM il était également métabolisé en aspartate intracellulaire et en lactate 

relâché dans le milieu. 
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Pour toutes ces raisons, de nombreuses équipes se sont intéressées au statut 

énergétique cérébral lors d'hyperamnnoniémies et en particulier chez des rats 

ayant une APC. 

1.2.5.1 	Méthode du 14C-Glucose 

Cette méthode implique l'injection de 14C-Glucose à des rats qui peuvent être 

soit conscients ou anesthésiés, et qu'on peut restreindre dans leurs 

mouvements ou laisser libres. Chacune de ces avenues a des avantages, 

comme la simplicité de canulation lorsque les animaux sont anesthésiés et/ou 

restreints, mais peut également engendrer des biais dus au stress ou à 

l'anesthésie. En effet, il semble que la tubocurarine, fréquemment utilisée 

pour paralyser les rats en les laissant conscients, a un effet sur la pression 

intracrânienne ainsi que sur le taux de perfusion cérébral (Tarkkanen, L. et aL 

1974). 

Le 14C-glucose est injecté de manière intraveineuse et des échantillons de 

sang artériel doivent êtres prélevés afin de pouvoir suivre la cinétique du 

traceur. La durée de l'expérience doit être extrêmement courte (environ une 

minute) afin d'éviter que le traceur ne soit métabolisé. Lorsque le délai 

expérimental reste court, l'accumulation de radioactivité dans le cerveau 

provient principalement du transport du 14C-glucose reflétant ainsi l'utilisation 

du glucose cérébral (Hawkins, R.A. et al. 1985). Le tissu cérébral est ensuite 

récupéré rapidement et congelé afin d'être tranché pour l'exposition à un film 

d'autoradiographie. 

L'équipe de Mans (1983) a observé une baisse généralisée de l'utilisation du 

glucose cérébral chez des rats entre 4 à 8 semaines suite à une APC. 
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L'amplitude de cette baisse n'est pas fonction du temps à l'intérieur de cet 

intervalle et se situe aux environs de 20% (Mans, A.M. et al. 1986). Ils n'ont 

pas observé de différence entre les animaux non restreints et les animaux 

paralysés par la tubocurarine et ventilés mécaniquement (Mans, A.M. et al. 

1983). 

Dans une étude portant principalement sur la normalisation de l'utilisation du 

glucose par le cerveau suite à l'administration de glucose et/ou d'acides 

aminés par voie intraveineuse ou per os, on a également montré que 

l'utilisation locale du glucose cérébral (ULGC) était diminuée d'environ 25 à 

30% chez les rats ayant une APC (Mans, A.M. et al. 1986). Dans cette même 

étude, on a montré que l'administration de glucose et/ou d'acides aminés 

réduisait la concentration de Gln tant plasmatique que cérébrale, quoique 

suite à cette baisse il n'y avait pas de normalisation de l'utilisation du glucose 

cérébral. Ils concluent donc qu'il n'y a pas de lien direct entre la baisse 

d'utilisation du glucose et la quantité de Gln (ou d'ammoniaque, car ils 

considèrent que la concentration de Gln est le reflet de la concentration 

d'ammoniaque). 

1.2.5.2 	Méthode du 14C-Désoxyglucose 

Pareillement aux études utilisant le 14C-Glucose, cette technique implique 

l'injection de traceur à des animaux qu'on peut anesthésier ou laisser 

conscients, et qu'on peut restreindre dans leurs mouvements ou laisser libres. 

Mais contrairement à la méthode du 14C-Glucose, le désoxyglucose ne peut 

être utilisé pour la glycolyse et un délai expérimental plus long est possible. 

Comme précédemment, son transport est le reflet direct de l'utilisation du 
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glucose cérébral. 

Chez des rats post-APC de moins de quatre semaines l'ULGC est inchangée 

dans la plupart des régions mais abaissée dans le thalamus, le cortex frontal 

et pariétal (Cruz, N.F. et Duffy, T.E. 1983). Dans cette même étude, quatre 

semaines après l'opération, aucun changement n'a été noté sauf au niveau du 

cortex pariétal et de la matière blanche sous-corticale. Ce n'est qu'après 8 

semaines que cette équipe a trouvé une hausse dans 13 des 36 structures 

étudiées. Une augmentation a également été notée 12 semaines après 

l'opération dans 25 des 36 régions étudiées (Cruz, N.F. et Duffy, T.E. 1983). 

Par contre, ils n'ont utilisé qu'un groupe d'animaux contrôles appariés avec les 

APC pour le poids au moment de l'expérience, sans que ceux-ci aient subi 

une laparotomie. De plus, ils n'ont pas observé d'augmentation de poids chez 

les rats APC jusqu'à 12 semaines après l'opération, ce qui va à l'encontre de 

presque toutes les études sur ce modèle animal. 

Dans une autre étude utilisant la méthode du 14C désoxyglucose sur des rats 

anastomosés depuis 8 semaines, on a observé une augmentation significative 

d'ULGC dans toutes les régions, allant jusqu'à 74% dans la formation réticulée 

(Lockwood, A.H. et aL 1986). Par contre, on doit émettre des réserves quant 

au traitement statistique des données de cet article. Les auteurs affirment que 

des valeurs d'ULGC de 61.1 ± 18.3 mo1/100g/min. (contrôles) et 72.2 ±8.3 

(shunts) sont significativement différentes (test-t) avec une valeur de p <0.01. 

Dans la deuxième partie de leur traitement statistique, ils utilisent des valeurs 

normalisées, c'est-à-dire que pour chaque animal ils divisent la valeur brute 

pour une région avec la moyenne de toutes les régions mesurées chez cet 

animal. Ceci a pour effet de minimiser la variation interindividuelle, mais viole 

le principe de l'uniformité de la variance. Lorsqu'on regarde attentivement les 
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données normalisées, on peut également voir qu'il y a une diminution dans 

beaucoup de cas chez les animaux APC alors que les données brutes 

montrent une augmentation. Ils concluent l'article en disant que l'ULGC est 

significativement augmentée dans plusieurs régions chez les rats avec APC 

même si les données normalisées (significativement différentes des contrôles) 

diminuent dans bien des cas. 

Une variante de cette technique, utilisant le PET et le 18F-désoxyglucose chez 

des patients ayant une EPS minimale, a montré qu'il y a une augmentation de 

l'ULGC et du flux sanguin cérébral dans le cervelet, le thalamus et le noyau 

caudé mais une baisse dans le cortex (Lockwood, A.H. et aL 1991a). 

1.2.5.3 	Spectroscopie par résonance magnétique nucléaire 

Les études utilisant la spectroscopie par résonance magnétique nucléaire 

(RMN) peuvent donner beaucoup d'informations sur les concentrations 

relatives in vivo de diverses espèces chimiques suivant la méthode utilisée. 

La spectroscopie RMN utilisant la résonance du phosphore-31 (31P-RMN) 

fournit des données sur l'ATP, l'ADP, le phosphate inorganique (Pi), les 

phosphodiesters (PDE), les phosphomonoesters (PME) et la phosphocréatine 

(PCr). La spectroscopie RMN utilisant la résonance des protons (1H-RMN) 

permet de quantifier beaucoup plus d'espèces chimiques. Contrairement à 

l'imagerie par RMN qui utilise des champs magnétiques relativement faibles 

(environ 1 à 2 Tesla), la spectroscopie RMN utilise de forts champs 

magnétiques (7 à 8 Tesla) afin de pouvoir faire la résolution entre les différents 

pics. 

11 n'y a pas de réel consensus dans les données recueillies à l'aide de cette 
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méthode chez les patients, ce qui est probablement le reflet de variations dans 

les méthodes de localisation employées ainsi que de la faible taille et de 

l'hétérogénéité des populations étudiées. 

Une excellente étude a été faite chez 33 patients divisés en trois groupes, 

c'est-à-dire a) sans signes d'encéphalopathie hépatique b) avec une 

encéphalopathie subclinique et c) avec une encéphalopathie bien établie, 

avec des mesures prises pour l'ensemble du cerveau ainsi que 

spécifiquement dans les noyaux gris centraux (Taylor-Robinson, S.D. et aL 

1994a). Comparativement à des contrôles, ils ont noté une baisse significative 

du ratio PME/ATP et dans une moindre mesure du ratio PDE/ATP et ce tant 

dans le spectre non localisé (tout le cerveau) que dans le spectre au niveau 

des noyaux gris centraux pour toute la population de patients. Ces 

changements étaient corrélés avec le statut neurologique des patients surtout 

dans les noyaux gris centraux. Il est donc possible que ces patients aient un 

métabolisme altéré des phospholipides. 

Ross et coll. (87) ont observé une baisse significative du Pi relativement à la 

PCr et à l'ATP chez huit patients souffrant d'EH, ce qu'ils ont interprété comme 

étant un métabolisme énergétique cérébral altéré (Ross, B.D. et al. 1987). Un 

autre groupe a rapporté une réduction du ratio ATP/ADP•Pi chez 28 patients et 

a conclu à une réduction du métabolisme énergétique cérébral (Barbara, L. et 

al. 1993). Par contre, une autre équipe n'a pas trouvé de changements 

significatifs pour le pH, la PCr ou l'ATP chez dix patients cirrhotiques et/ou 

encéphalopathes (Chamuleau, R.A.F.M. et al. 1991). 

Une étude utilisant conjointement la 31P-RMN et la 1H-RMN chez un modèle 

animal d'EH fulminante a démontré une augmentation très nette de Gln et du 

lactate en même temps qu'une baisse du Glu, mais sans changement au 
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niveau du métabolisme énergétique cérébral ou du pH intracellulaire (Bates, 

T.E. et al. 1989). La résolution de la Gln et du Glu dans cette étude a été 

possible grâce à l'utilisation d'un champ magnétique de 8.5 Tesla. De 

manière similaire, chez les animaux avec une ischémie hépatique aiguë 

induite avec une APC suivie de la ligature de l'artère hépatique, le 

métabolisme énergétique tel que mesuré par 31  P-RMN n'est pas réduit avant 

un coma profond (Deutz, N.E. et al. 1988). Cette étude a également montré 

une forte augmentation de la concentration de Gln cérébrale qui est 

significativement corrélée avec l'ammoniaque plasmatique. 

Certaines études utilisant la spectroscopie par RMN des protons (1H-RMN) ont 

montré que le pic correspondant au myo-inositol est abaissé jusqu'à 50% chez 

les patients encéphalopathes (Kreis, R. et al. 1991; Kreis, R. et al. 1992). Le 

myo-inositol est un métabolite plutôt mineur du métabolisme cérébral des 

glucides, mais on croit qu'il pourrait être impliqué dans l'osmorégulation des 

cellules. Ces auteurs hésitent toutefois à tirer des conclusions étant donné 

que le spectre du myo-inositol est en partie superposé à celui de la glycine et 

qu'il est extrêmement ardu de les résoudre particulièrement avec un champ 

magnétique de 1.5 Tesla. 

Une autre étude utilisant des fréquences légèrement différentes ne permettant 

pas de distinguer clairement le myo-inositol mais augmentant la résolution 

dans les autres régions du spectre, a montré qu'il existe des différences au 

niveau de la choline et du pic composé du Glu et de la Gln (Glx) chez des 

patients encéphalopathes (Taylor-Robinson, S.D. et al. 1994b). Ils ont trouvé 

une augmentation du ratio Glx/créatine et une baisse du ratio choline/créatine 

dans les cortex frontal et occipital et dans les noyaux gris centraux qui reflètent 

bien le statut neurologique de ces patients. Cette baisse du myo-inositol et 
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cette augmentation de Glx s'amenuisent lorsque ces patients subissent une 

transplantation hépatique (Ross, B.D. et al. 1995). 

Par contre, on est en droit de se demander si de tels changements au niveau 

du myo-inositol ont un lien causal avec l'EH ou s'ils ne sont que le reflet d'un 

métabolisme hépatique altéré des lipides (HDL, LDL et VLDL) qui induirait des 

changements au niveau du métabolisme membranaire. 

En conclusion, on peut dire que la majorité de ces études a montré que les 

changements au niveau du métabolisme énergétique cérébral chez les 

patients encéphalopathes, lorsqu'ils sont présents, sont de faible envergure. 

On ne peut observer de chute réelle des niveaux d'ATP qu'au stade de corna. 

1.2.5.4 	Taux d'utilisation d'oxygène cérébral 

Le taux d'utilisation d'oxygène cérébral (CMR02) est intimement lié au 

métabolisme énergétique et est le reflet de l'utilisation du glucose cérébral. 

Les premières mesures de CMR02 chez les patients cirrhotiques ont montré 

que l'utilisation de l'oxygène cérébral décroît avec la sévérité de l'atteinte 

neurologique, malgré certaines différences probablement dues à la 

classification des groupes de patients (Fazekas, J.F. et al. 1956; Posner, J.B. et 

Plum, F. 1960). 

Chez des rats post-APC, on ne note pas de changements significatifs de 

CMR02 (Gjedde, A. et al. 1978). Par contre, l'injection d'une dose non-léthale 

d'ammoniaque (2.6 mmol/Kg) à ces mêmes rats provoque une chute de 

CMR02  et de la perfusion cérébrale, ce qui suggère que le métabolisme 

cérébral des animaux ayant une APC s'adapte à l'augmentation chronique 
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d'ammoniaque mais peut difficilement répondre à une surcharge (Gjedde, A. 

et aL 1978). 

1.2.5.5 	Flux sanguin cérébral 

Le débit sanguin cérébral est également lié intimement au métabolisme 

cérébral. Chez les patients présentant une EPS on observe une réduction 

significative du débit sanguin cérébral au niveau du cortex (Dam, M. et al. 

1998; Lockwood, A.H. et al. 1991a; O'Carroll, R.E. et al. 1991; Rodriguez, G. et 

al. 1987; Trzepacz, P.T. et al. 1994), des noyaux gris de la base (Trzepacz, P.T. 

et al. 1994) et dans le cerveau entier (Fazekas, J.F. et al. 1956). Cependant, 
, 
au niveau des noyaux gris de la base deux équipes ont également trouvé des 

augmentations du flux sanguin cérébral (Lockwood, A.H. et al. 1991a; 

O'Carroll, R.E. et al. 1991). 

Il est intéressant de noter que la transplantation hépatique rétablit le flux 

sanguin cérébral, abaissé dans le cortex des patients cirrhotiques, à des 

niveaux équivalents à ceux de sujets normaux (Dam, M. et aL 1998). 

1.2.6 Effet de l'ammoniaque sur le système de 

neurotransmission glutamatergique 

Outre son implication dans le métabolisme cérébral, le Glu participe 

directement et indirectement à la neurotransmission car en plus d'être un 

neurotransmetteur excitateur il est le précurseur de neurotransmetteurs 

comme l'aspartate (excitateur) et l'acide gamma arnino butyrique (GABA, 

inhibiteur) (Erecinska, M. et Silver, I.A. 1990; Fonnum, F. 1984). Des 
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modifications induites par l'ammoniaque au niveau de son métabolisme, sa 

disponibilité ou de son transport pourraient avoir des répercussions sur la 

fonction cérébrale (Rao, V.L. et al. 1992). Les étapes impliquées dans la 

neurotransmission pouvant être l'objet de telles modifications sont: 1) synthèse 

du neurotransmetteur incluant la disponibilité des précurseurs et des 

cofacteurs, 2) transport du neurotransmetteur de son site de synthèse vers le 

site de libération (vésicules synaptiques), 3) libération du neurotransmetteur, 

4) action post-synaptique du neurotransmetteur, 5) inactivation du 

neurotransmetteurs (recapture dans le cas du Glu). Dans le cas du Glu, 

l'ammoniaque peut influencer un certain nombre de ces étapes présentées 

d'une manière simplifiée dans la figure 1.3. 

Normalement, dans le cerveau le Glu est présent dans deux compartiments 

principaux, c'est-à-dire dans les neurones glutamatergiques et les astrocytes. 

Le Glu à l'intérieur des astrocytes se trouve principalement dans un réservoir 

de nature métabolique servant, entre autres, à la synthèse de Gln (Rao, V.L. et 

al. 1992). Chez les neurones on retrouve à la fois un réservoir métabolique et 

un réservoir libérable au niveau des synapses pour assurer la 

neurotransmission. 

Dans le bouton synaptique les réservoirs libérables et métaboliques sont 

synthétisés à partir de précurseurs différents (Balazs, R. et al. 1973; Van den 

Berg, C.J. et al. 1975). La synthèse du bassin de neurotransmetteur se fait à 

partir de la désamination de la Gln (Bradford, H.F. et al. 1978) ainsi que par la 

transamination ou la désamination de l'a-cétoglutarate (Fonnum, F. 1984; 

Hamberger, A.C. et al. 1979; Peng, L.A. et al. 1991), bien que cette dernière 

réaction ne semble jouer qu'un rôle secondaire dans la production de Glu 

libérable (Yudkoff, M. et al. 1991). 11 a été clairement démontré que l'inhibition 
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de la GS astrocytaire (par du MSO) provoque une réduction substantielle du 

Glu dans les vésicules synaptiques neuronales et que par conséquent, la 

principale source de Gln pour la synthèse de ce neurotransmetteur provient 

des astrocytes (Laake, J.H. et al. 1995). 
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Figure 1.3 Aperçu des principales composantes d'une synapse 
glutamatergique. 
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1.2.6.1 	Le cycle glutamate-glutamine 

En condition physiologique normale, on observe entre les neurones et les 

astrocytes ce que l'on nomme désormais le cycle glutamate-glutamine 

(Figure 1.3). Dans un premier temps, les astrocytes capturent le Glu libéré par 

les neurones et le transforme en Gln via la GS. Cette Gln est ensuite 

transportée dans l'espace extracellulaire par un antiporteur qui l'échange 

contre un acide aminé neutre (Brookes, N. 1992a). Finalement, suite à sa 

capture par un neurone glutamatergique, la Gln est transformée en Glu par la 

glutaminase, permettant de pourvoir aux besoins de la synapse en 

neurotransmetteur (Cooper, A.J. et Plum, F. 1987). En appui à cette thèse, une 

étude récente combinant des techniques d'immunohistochimie et de 

microscopie électronique a démontré hors de tout doute que le Glu 

extracellulaire est capturé et transformé en Gln qui, une fois reprise par les 

neurones, est incorporée dans le compartiment correspondant au Glu 

libérable par la synapse (Laake, J.H. et al. 1995). 

Une multitude d'études tant chez les cirrhotiques (Lavoie, J. et al. 1987b), le rat 

(Cooper, A.J. et al. 1985; Giguère, J.F. et Butterworth, R.F. 1984; Therrien, G. et 

Butterworth, R.F. 1991; Williams, A.H. et al. 1972), le chat (Raabe, W. et 

Onstad, G. 1985) et le cochon (Diemer, N.H. et Tonnesen, K. 1977) ont montré 

que l'APC provoque une augmentation cérébrale de Gln. Il semble que cette 

augmentation de la synthèse de Gln chez les rats APC est différente suivant 

les régions cérébrales étudiées (Butterworth, R.F. et Giguère, J.F. 1984). 

L'injection i.v. d'acétate d'ammonium à des rats porteurs d'une APC 

n'augmente pas davantage la synthèse de Gln au niveau cortical, 

contrairement au tronc cérébral où l'on note une plus grande production de 

Gln (Butterworth, R.F. et al. 1988). Ceci pourrait expliquer l'augmentation 



significativement plus grande de l'ammoniaque corticale (5 mM) 

comparativement au tronc cérébral (3 mM) (Butterworth, R.F. et al. 1988). 

Par contre, l'APC et hyperammoniémie qui en résulte n'induisent pas une 

augmentation de l'activité de la GS. Il semble que l'activité de la GS n'est pas 

augmentée dans le cerveau entier de rats jusqu'à 12 semaines après une 

APC (Cooper, A.J. et al. 1985; Girard, G. et Butterworth, R.F. 1992). Elle peut 

même être diminué dans le cortex (15%), dans l'hippocampe (25%), dans le 

cervelet (29%) mais reste inchangée dans le tronc cérébral de rats 4 semaines 

après une APC (Butterworth, R.F. et al. 1988; Girard, G. et al. 1993). Dans le 

tissu de patients cirrhotiques morts d'un coma hépatique, on note également 

une baisse de l'ordre de 25% de l'activité de la GS dans le noyau caudé 

(Lavoie, J. et al. 1987a). La synthèse de Gln par le cerveau reste pratiquement 

inchangée chez des animaux ayant une APC à qui l'on injecte un bolus 

d'ammoniaque, contrairement à des individus normaux où l'on note une 

augmentation de celle-ci (Therrien, G. et Butterworth, R.F. 1991; Ukida, M. et al. 

1988). Ceci tend à démontrer, une fois de plus, que la capacité de synthèse 

de la Gln est limitée dans le cerveau d'animaux hyperammoniémiques. 

Toutes ces données contrastent avec l'augmentation bien établie de l'activité 

de la GS par l'ammoniaque à des concentrations physiologiques normales 

(Waniewski, R.A. 1992). 

Deux hypothèses pourraient expliquer le manque d'induction de la GS par 

l'ammoniaque : a) que les altérations astrocytaires comme le gonflement et 

l'astrocytose Alzheimer de type II empêchent l'induction de la GS, b) ceci est 

le fruit d'une inhibition de la GS par son produit de synthèse, c'est-à-dire la 

Gln. Une étude in vitro a déjà montré que la GS était effectivement sous le 

contrôle étroit de la Gln, ce qui milite en faveur de la deuxième hypothèse 
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(Patel, A.J. et al. 1986) 

Il semble donc que le cerveau soit limité dans sa capacité d'altérer les niveaux 

de plusieurs enzymes reliés au métabolisme du Glu et de l'ammoniaque 

lorsque exposé à une hyperarnmoniémie chronique (Cooper, A.J. et al. 1985). 

Il serait alors particulièrement sensible à toute augmentation d'ammoniaque 

plasmatique et/ou cérébral. Les mécanismes de régulation de la GS semblent 

être nombreux et peuvent agir à plusieurs niveaux. Par exemple, l'activité de 

la GS peut être induite en culture (150%) par un agoniste des récepteurs pour 

le Glu lié aux protéines G (métabotropiques), mais par aucun autre type de 

récepteur glutamatergique (Miller, S. et al. 1992). Il est également clair que la 

synthèse de la GS est modulée par les glucocorticoïdes comme 

l'hydrocortisone et que son activité augmente avec le pH (Brookes, N. 1992b). 

Des concentrations d'ammoniaque au-dessus de 1 mM inhibent la 

glutaminase neuronale (PAG), ce qui pourrait jouer un rôle dans la chute de 

Glu cérébral observée ainsi que les concentrations élevées de Gln (Kvamme, 

E. et Lenda, K. 1982; Matheson, D.F. et Van den Berg, C.J. 1975). Rappelons 

que le passage du Glu du plasma vers le cerveau est pratiquement inexistant 

car la barrière hémato-encéphalique y est imperméable (Marcaida, G. et al. 

1995). 

1.2.6.2 	Récepteurs canaux ioniques 

On distingue trois sortes de récepteurs canaux ioniques laissant passer les 

cations qui peuvent être activés par le Glu. À l'origine, les différentes classes 

de ces récepteurs ont été nommées selon les agonistes ou antagonistes qui 

les activent ou les inhibent de manière raisonnablement spécifique. Comme 



le N-méthyl-D-aspartate (NMDA), l'-amino-3-hydroxy-5-méthy1-4-

isoxazolopropionate (AMPA) et le kainate. Ces trois classes de récepteurs 

définies de manière fonctionnelle sont composées de quatre ou de cinq sous-

unités qui sont elles-mêmes codées par des familles de gènes distinctes 

(Figure 1.4). On compte à l'heure actuelle six familles de gènes codant pour 

différentes sous-unités des récepteurs canaux. À l'intérieur d'une même 

famille de gènes, on observe au moins 80% d'homologie au niveau des 

acides aminés alors qu'entre les familles on ne retrouve que 40 à 50% 

d'homologie ou moins (Dingledine, R. et McBain, C.J. 1999). Une particularité 

de ces récepteurs vient du fait que chaque combinaison de sous-unité forme 

un canal ionique ayant des propriétés différentes, laissant présager qu'il existe 

une très grande diversité in vivo. 

1.2.6.2.1 	Récepteurs pour le N-méthyl-D-aspartate (NMDA): 

Les récepteurs NMDA forment des canaux ioniques laissant passer le Na+ et 

le Ca2+. On les trouve surtout à la surface des neurones au niveau des 

synapses alors que les astrocytes en sont généralement dépourvus (Wyllie, 

D.J. et al. 1991) quoique certains rapports montrent qu'il pourrait y avoir des 

récepteurs NMDA fonctionnels sur les astrocytes (Gallo, V. et Russell, J.T. 

1995). 

Ces canaux se composent de cinq sous-unités dont la composition des sous-

unités peut varier d'une région cérébrale à une autre et pouvant être modulée 

de manière considérable. En effet, on compte aujourd'hui au moins 3 familles 

de sous-unités codées par de nombreux gènes qui peuvent êtres exprimés de 

manière presque ubiquitaire (NR1) ou spécifiquement d'une région à l'autre 
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(NR2 A à D et NR3A). Les ARNm de ces gènes peuvent à leur tour subir un 

épissage alternatif ou une réédition, créant ainsi des sous-unités différentes et 

en bout de ligne des récepteurs ayant des caractéristiques différentes. Ces 

mécanismes permettent la production de quatre à huit ARNm matures 

différents pour chacun des 16 gènes connus à l'heure actuelle codant pour les 

récepteurs ioniques glutamatergiques (Figure 1.4). Donc, potentiellement les 

neurones ont la capacité de construire un nombre considérable de récepteurs 

différents leur donnant ainsi une flexibilité étonnante (Dingledine, R. et 

McBain, C.J. 1999). 

Les récepteurs NMDA possèdent également au moins six sites de liaison pour 

des composés endogènes qui permettent de moduler la probabilité 

d'ouverture du canal. Ils se composent de deux sites de liaison agonistes (un 

pour le Glu ou l'aspartate et un autre pour la glycine), d'un site régulateur se 

liant aux polyamines (activateur) et de trois sites distincts pour le Mg2+, le Zn2+ 

et le H+  (inhibiteurs) (Figure 1.5). 	Il est intéressant de noter que ces 

mécanismes interagissent entre eux. Par exemple, l'inhibition de l'ouverture 

du canal par le pH (complète à un pH de 6.0, intermédiaire à 7.4 et minimale 

aux pH plus élevés) peut être partiellement levée par l'activation d'un site pour 

les polyamines (Traynelis, S.F. et al. 1995). Par contre, ces mêmes 

polyamines à des concentrations élevées produisent une inhibition voltage-

dépendante du récepteur. En plus des mécanismes de régulation mentionnés 

ci-dessus, on retrouve une inactivation des récepteurs NMDA par la 

calmoduline, elle-même activée par l'entrée de Ca2+ induite par l'ouverture de 

ces mêmes récepteurs (Ehlers, M.D. et al. 1996). 

Les récepteurs NMDA sont particuliers en ce sens qu'ils nécessitent la 

présence simultanée du Glu (ou de l'aspartate) et de la glycine pour être 
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activés. Dans ce cas-ci, comme ni la glycine ni le Glu ne peuvent agir seuls ils 

sont considérés comme des co-agonistes (Dingledine, R. et McBain, C.J. 

1999). Un autre frein important à l'activation du récepteur NMDA provient du 

Mg2+ extracellulaire qui exerce un blocage voltage-dépendant du canal 

lorsqu'il est ouvert (Nowak, L. et al. 1984). On croit qu'in vivo ce blocage est 

levé grâce à la dépolarisation induite par les récepteurs AMPA ou Kainate 

situés à proximité. 

Classe 

Canaux ioniques Métabotropiques 

E NMDA AMPA Kainate Classe I Classe II Classe Ill 
1 1 1 1 1 1 

NR1 GluR1 GluR5 mGluR1 mGluR2 mGluR4 
GluR2 GluR6 mGluR5 mGluR3 mGluR6 

familles NR2A GluR3 GluR7 mGluR7 
de 

gènes 
NR2B 
NR2C 

GluR4 
KA1 

mGluR8 

NR2D KA2 

NR3 

1 type de 	entrée de cations Na + ou Ca2+ 
signal 

1P3 	cAMP 
Ca2+ 

Figure 1.4 Familles de gènes codant pour les récepteurs glutamatergiques 

ou les sous-unités les composants. Chacun des deux grands 

types de récepteurs (canaux ioniques ou métabotropiques) est 

subdivisé en trois classes composées elles-mêmes de 

nombreuses sous-unités codées par un gène qui lui est propre 
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Tous ces mécanismes de régulation font en sorte que les récepteurs NMDA 

sont parmi les récepteurs dont l'ouverture est le plus strictement régulée. 

Figure 1.5 Schéma de quatre types de récepteurs pour le Glu. Deux 
récepteurs composés de plusieurs sous-unités et formant des 
canaux sont représentés, le récepteur NMDA et le récepteur 
AMPA. Deux classes de récepteurs métabotropiques couplés à 
des protéines G sont également représentés. 

AC: adénylate cyclase, cAMP: adénosine monophosphate cyclique, DAG: 
diacylglycérol, G: protéine G, Glu: glutamate, Gly: glycine, PIP2: phosphatidyl-
inositol -4,5-biphosphate, Pl-PLC: phospholipase C spécifique aux 
phosphoinositides. 
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Quatre semaines suite à une APC chez le rat, on note une baisse généralisée 

du nombre de sites de liaison pour le L-3H-Glu, pouvant être déplacé par du 

NMDA (Peterson, C. et al. 1990). Par contre, dans un modèle de dérivation 

portale congénitale spontanée chez le chien, aucun changement de densité 

ou d'affinité des récepteurs NMDA ainsi que des sites de liaison pour le 

L-3H-Glu n'a pu être trouvé au niveau cortical (Maddison, J.E. et aL 1991). 

Également, l'exposition aiguë de tranches de cortex de souris normales à de 

l'ammoniaque inhibe la dépolarisation dépendante du NMDA (Lombardi, G. et 

al. 1994). 

1.2.6.2.2 	Récepteurs pour l'AMPA et le Kainate. 

Comme les récepteurs NMDA, les récepteurs AMPA et kainate sont composés 

de quatre ou cinq sous-unités dont la proportion et la composition font varier 

les propriétés pharmacologiques du récepteur. Ces deux types de récepteurs 

sont très similaires et peuvent êtres difficiles à distinguer dans certaines 

préparations (Dingledine, R. et McBain, C.J. 1999). 

Comme les récepteurs NMDA, les sous-unités des récepteurs AMPA et 

Kainate sont codées par différentes familles de gènes (Figure 1.4). L'ARNm 

provenant de ces gènes peut lui aussi subir un épissage alternatif et d'autres 

formes d'édition pour donner de quatre à huit variantes de sous-unités pour 

chacun de ces gènes (Dingledine, R. et McBain, C.J. 1999). Encore une fois 

les cellules semblent avoir la capacité de synthétiser une gamme imposante 

de récepteurs AMPA et kainate ayant des caractéristiques pharmacologiques 

et fonctionnelles très différentes. 

Chez le rat, quatre semaines suite à une APC on note une baisse de 



50 

l'immuno-marquage des sous-unités GluR2/3 des récepteurs AMPA dans les 

cellules de Purkinje, alors qu'il y a une augmentation des sous-unités GluR1 

dans les astrocytes de Bergmann (Suàrez, l. et ai. 1997). Cependant la liaison 

pour le 3H-AMPA et le 3H-kainate est inchangée dans le cortex de rats avec 

une APC (Peterson, C. et aL 1990). Par contre, dans un modèle de dérivation 

portale spontanée chez le chien il y a une réduction de la densité des sites de 

liaison corticaux pour le 3H-kainate ainsi qu'une perte des sites de basse 

affinité pour le 3H-AMPA (Maddison, J.E. et aL 1991). Dans ce même modèle 

animal, on observe aucun changement d'affinité ou de densité des sites de 

liaison pour le kainate ou AMPA dans le cervelet (Maddison, J.E. et aL 1991), 

pas plus que pour le 3H-CNQX dans le cortex (Maddison, J.E. et al. 1992). Ce 

dernier composé se lie aux récepteurs AMPA et kainate ainsi que sur les sites 

de liaison de la glycine (insensibles à la strychnine) des récepteurs NMDA, 

bien qu'il ait une affinité environ 20 fois moindre pour ces derniers (Kessler, M. 

et al. 1989). Également, l'exposition aiguë de tranches de cortex de souris 

normales à de l'ammoniaque inhibe la dépolarisation dépendante de l'AMPA 

(Lombardi, G. et aL 1994). 

Ces incohérences sont probablement liées aux différentes techniques utilisées 

ainsi qu'aux différents modèles animaux observés. 

1.2.6.3 	Récepteurs liés aux protéines G 

Les récepteurs métabotropiques s'appellent ainsi parce qu'ils sont liés à la 

mécanique cellulaire par des protéines G. Les récepteurs métabotropiques 

ont été groupés en trois classes différentes selon leur séquence en acides 

aminés, leur pharmacologie, et le système de second messager auquel ils 
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sont couplés (Figure 1.4). Les membres de chacune de ces classes partagent 

environ 70% d'homologie de séquence entre eux, alors qu'entre les classes 

on ne retrouve au mieux que 45% d'homologie (Dingledine, R. et McBain, C.J. 

1999). Encore une fois, l'épissage alternatif de l'ARNm permet de générer des 

variantes de ces récepteurs et a été décrit pour les gènes mGluR1, mGluR4, 

mGluR5 et mGluR7. Les récepteurs du groupe I stimulent la phospholipase C 

spécifique aux phosphoinositides (Pl-PLC) et la relâche de Ca2  + 

intracellulaire. L'activation de la Pl-PLC mène à la formation d'inositol tri-

phosphate (IP3), permettant la libération de Ca2+ intracellulaire, et de 

diacylglycérol (DAG) pouvant activer la protéine kinase C (PKC). L'activation 

des récepteurs du groupe II et probablement du groupe Ill provoquent 

l'inhibition de l'adénylate cyclase et de la production d'adénosine 

monophosphate cyclique (CAMP) (Dingledine, R. et McBain, C.J. 1999). 

Les récepteurs métabotropiques glutamatergiques sont capables de moduler 

la réponse d'un grand nombre de récepteurs incluant les récepteurs AMPA, 

NMDA, GABAA, dopamine et norépinéphrine. L'activation des récepteurs 

métabotropiques peut induire une potentialisation ou une inhibition suivant le 

mécanisme de signalisation ciblé et cette action est souvent spécifique d'un 

tissu ou d'une région cérébrale. (Dingledine, R. et McBain, C.J. 1999). 

On a montré qu'une part importante des récepteurs métabotropiques est 

localisée au niveau présynaptique et qu'ils peuvent bloquer autant la 

transmission glutamatergique excitatrice que la transmission GABAergique 

inhibitrice (Dingledine, R. et McBain, C.J. 1999). Il est probable, étant donné 

que les trois classes de récepteurs métabotropiques inhibent les canaux 

calciques voltage-dépendants, que cette action inhibitrice sur la 

neurotransmission soit liée à l'inhibition présynaptique de ces canaux 
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(Takahashi, T. et al. 1996). 

Certaines équipes ont suggéré l'implication de ce type de récepteur dans 

l'EPS. Ces récepteurs pourraient êtres impliqués dans certains processus 

cellulaires reliés aux modifications observées lors d'une astrocytose Alzheimer 

de type II. Par exemple, récemment on a démontré que l'activation de ce type 

de récepteur par un agoniste spécifique, l'acide trans 1-aminocyclopentane-1-

3-dicarboxylique (t-ACPD), provoque un gonflement des astrocytes (Hansson, 

E. et al. 1994). Aussi, il semble que l'activation de ce type de récepteur 

augmente l'activité de la GS, une enzyme capitale pour la détoxication par les 

astrocytes de l'ammoniaque cérébrale (Miller, S. et a/. 1992). 

D'autre part, une étude récente a montré que si on expose des tranches de 

cortex de souris à de l'acétate d'ammonium (2 à 4 mM) on obtient une 

inhibition de la synthèse d1IP3  mais aussi une augmentation de la synthèse 

d'AMP cyclique suite à la stimulation des récepteurs métabotropiques 

(Lombardi, G. et al. 1994). Ceci suggère que l'ammoniaque inhibe les 

récepteurs métabotropiques de la classe I mais stimule les récepteurs de la 

classe II (Figure 1.4) (Lombardi, G. et al. 1994). 

1.2.6.4 	Capture du glutamate 

La transmission glutamatergique se termine par la recapture du Glu via une 

famille de transporteurs de haute affinité qui utilisent le gradient 

électrochimique du Na±/K+ comme force motrice (Gegelashvili, G. et 

Schousboe, A. 1998). Il est généralement admis que cette capture se produit 

principalement dans les astrocytes (Rothstein, J.D. et al. 1996). Jusqu'à 

présent, cinq types de transporteurs à haute affinité pour le Glu ont été clonés, 



53 

GLAST/EAAT1, GLT1/EAAT2, EAAC1/EAAT3, EAAT4 et EAAT5. Deux 

modèles mécanistiques ont été développés. Le premier suggère que suite à 

la liaison du Glu il y a, de manière séquentielle, translocation de trois ions Na, 

un proton et du Glu chargé négativement, suivi par le contre-transport d'un ion 

K+ vers l'extérieur de la cellule. Une variante de ce mécanisme propose plutôt 

le co-transport de deux ions Na + et d'une molécule de Glu suivi par la sortie 

d'un ion K+ et d'un OH-  ou HCO3. Dans les deux cas, il y a un gain net d'une 

charge positive vers l'intérieur de la cellule (Gegelashvili, G. et Schousboe, A. 

1997; Zerangue, N. et Kavanaugh, M.P. 1996). La spécificité pour les 

substrats et la stcechiométrie de ces transporteurs restent encore 

controversées. 

Dans le cerveau, l'ARNm codant pour EAAT4 est confiné au cervelet alors que 

EAAC1, GLT1 et GLAST peuvent se retrouver à la grandeur du cerveau. 

Toutefois, le cervelet est particulièrement riche en GLAST et GLT1 est plus 

abondant surtout au niveau du cortex cérébral (Gegelashvili, G. et Schousboe, 

A. 1998). EAAC1 se caractérise par une distribution plus uniforme à travers le 

cerveau quoique certaines études ont montré qu'il est plus abondant dans le 

cortex (Rothstein, J.D. et al. 1994). 

La distribution de ces transporteurs entre les différents types cellulaires est 

davantage controversée. À la fois les neurones et les astrocytes ont une 

grande capacité de transport pour le Glu (Drejer, J. et al. 1982; Hertz, L. 1979), 

quoique les astrocytes semblent être le site majeur de clairance (capture et 

biotransformation) dans les régions cérébrales ayant une activité 

glutamatergique importante (Rothstein, J.D. et al. 1996; Schousboe, A. 1981; 

Schousboe, A. et Divac, I. 1979). La difficulté à discerner la localisation 

cellulaire des différents types de transporteurs vient de la non-spécificité de 
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certaines méthodes d'étude. 	En effet, il a été proposé qu'une part 

substantielle du transport observé dans les préparations de synaptosomes 

provienne d'une contamination issue des membranes gliales (Danbolt, N.C. et 

al. 1992). De plus, les cellules en culture arborent des types différents de 

transporteurs par rapport aux cellules in vivo et la technique de culture utilisée 

a une grande influence sur leur expression (Gegelashvili, G. et Schousboe, A. 

1998). 

À l'aide d'une variété d'anticorps et de différentes techniques 

immunohistochimiques, GLT1 et GLAST ont été détectés exclusivement dans 

les astrocytes (Danbolt, N.C. et al. 1992; Lehre, K.P. et a/. 1995; Levy, L.M. et 

al. 1993). 	Par contre, des études montrent que ces transporteurs, 

apparemment gliaux, peuvent êtres exprimés dans les neurones dans 

certaines circonstances (Rothstein, J.D. et al. 1994). Certains neurones du 

cervelet (incluant des cellules non-glutamatergiques) expriment GLAST 

(Rothstein, J.D. et al. 1994) alors que l'ARNm de GLT1 se retrouve dans un 

sous-groupe de neurones de l'hippocampe (Torp, R. et al. 1994). 

On peut dire que dans le cerveau EAAC1 est un transporteur spécifique des 

neurones (Bjoras, M. et al. 1996; Kanai, Y. et al. 1994; Rothstein, J.D. et al. 

1994; Torp, R. et al. 1994). Il est exprimé fortement, tant dans certains 

neurones glutamatergiques que non-glutamatergiques, alors que parfois on 

ne peut en trouver la trace dans ces mêmes types de cellules (Rothstein, J.D. 

et al. 1994; Torp, R. et al. 1994). Ces données font en sorte que l'on peut 

considérer EAAC1 comme un marqueur de neurones mais pas de synapses 

glutamatergiques (Gegelashvili, G. et Schousboe, A. 1998). 

EAAT4 et EAAT5, deux types de transporteurs récemment clonés, semblent 

être liés à une conductance pour le chlore (Arriza, J.L. et al. 1997; Fairman, 
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W.A. et al. 1995). EAAT4 est exprimé de manière post-synaptique dans les 

dendrites des cellules de Purkinje du cervelet (Yamada, K. et al. 1996) et 

EAAT5 a été cloné à partir de la rétine (Arriza, J.L. et al. 1997). 

La capture du Glu dans le contexte de l'EPS a été évaluée à l'aide de 

différentes méthodes et a donné des résultats différents selon que l'exposition 

était aiguë ou chronique. Ainsi, la capture de 3H-Glu est inchangée autant sur 

des tranches cérébrales que des préparations de synaptosomes provenant de 

rats ligaturés au niveau de la veine porte ou des voies biliaires, des modèles 

animaux chroniques, et ce même lorsque 5 mM de chlorure d'ammonium y a 

été ajouté (Maddison, J.E. et aL 1996). Cependant, un mois suite à une APC, 

l'immuno-marquage de GLT1/EAAT2 est augmenté dans la couche granulaire 

du cervelet alors que l'immuno-marquage de GLAST/EAAT1 est diminué dans 

la couche moléculaire (Suàrez, I. et al. 2000). 

De manière aiguë, l'ammoniaque inhibe significativement la recapture in vitro 

du Glu par des synaptosomes (Mena, E.E. et Cotman, C.W. 1985). Il est 

intéressant de noter que cette équipe n'a observé une inhibition qu'au niveau 

de la composante qui peut être stimulée par l'ion K+, indépendamment de la 

concentration des ions Na. De la même manière, l'exposition de cultures 

d'astrocytes pendant 7 jours à des concentrations d'ammoniaque de l'ordre du 

millimolaire conduit à une baisse de la capture de Glu (Chan, H. et 

Butterworth, R. 2000; Bender, A.S. et Norenberg, M.D. 1996) et à la baisse de 

l'expression de GLAST/EAAT1 (Chan, H. et Butterworth, R. 2000). Dans le 

modèle animal d'EH aiguë on observe également une baisse de l'expression 

de l'ARNm (Knecht, K. et al. 1997; Norenberg, M.D. et al. 1997) et de la 

protéine GLT1/EAAT2 (Knecht, K. et al. 1997). ln vivo, suite à l'induction d'une 

dégénérescence hépatique aiguë on constate un abaissement autant au 
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niveau de la liaison du 3H-D-aspartate, de l'ARNnn que de la protéine 

GLT1/EAAT2 (Knecht, K. et al. 1997; Norenberg, M.D. et al. 1997). Dans un 

même ordre d'idée, la baisse de la capture du Glu qui est observable dans les 

tranches d'hippocampe de rats normaux (Schmidt, W. et al. 1993; Schmidt, W. 

et al. 1990) ou d'humains morts d'un coma hépatique (Schmidt, W. et al. 

1990), suite à l'exposition à du sérum ou du LCR venant de patients 

encéphalopathes, est proportionnelle à la quantité d'ammoniaque contenue 

dans ces échantillons. 

Ces résultats mettent en évidence les différences existant entre une 

dégénérescence hépatique chronique ou aiguë sur les sites de capture pour 

le Glu et pourraient représenter une adaptation du cerveau à des niveaux 

accrus d'ammoniaque ou de Glu. 

1.2.6.5 	Libération du glutamate 

De nombreuses études se sont attaquées à la question de la libération de Glu 

dans le cerveau de rats suite à une APC. A l'aide de la technique de la 

"cupule corticale", consistant à installer une cupule à la surface du cerveau 

afin de récolter le liquide extracellulaire, on a démontré que la concentration 

de Glu extracellulaire augmente suite à l'APC (Moroni, F. et al. 1983). Par 

contre, des études subséquentes utilisant la microdialyse in vivo n'ont pas 

réussi à démontrer une hausse de Glu extracellulaire dans le même modèle 

animal, tant au niveau du cortex que du striatum (Rao, V.L. et al. 1995; 

Tossman, U. et al. 1987). 

L'exposition de tranches d'hippocampe à des concentrations d'ammoniaque 

de l'ordre du millimolaire provoque une chute de la libération de Glu induite 
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par le K-F, sans altérer la libération spontanée (Hamberger, A. et al. 1979). Par 

contre, cette chute de la libération de Glu induite par le K+ est absente si l'on 

répète l'expérience avec des tranches d'hippocampe provenant de rats ayant 

subi une APC (Hamberger, A. et al. 1980) Sur des synaptosomes exposés à 

de l'ammoniaque, la libération de Glu induite par le K-F est également sans 

effet (Erecinska, M. et al. 1987). Cependant, la libération de Glu provoquée 

par stimulation électrique Ca2+-dépendante (libération par les boutons 

terminaux) sur des tranches d'hippocampe provenant de rats ayant subi une 

APC est significativement augmentée (Butterworth, R.F. et ai. 1991). 

À partir de ces données sur la libération et la capture du Glu, il a été proposé 

que l'EPS serait la conséquence d'une altération de la circulation et/ou du 

métabolisme du Glu (Butterworth, R.F. 1992). 

1.2.7 	Effet de l'ammoniaque sur les récepteurs aux 

benzodiazépines de type périphérique 

Chez les mammifères deux classes de récepteurs se liant aux 

benzodiazépines ont été identifiées: 1) un site de liaison que l'on retrouve 

exclusivement dans le système nerveux central sur une sous-unité des 

récepteurs GABAA qui constitue un canal pour le chlore situé sur les neurones, 

2) un site de liaison dit "périphérique" car il a été identifié pour la première fois 

dans des organes tels que le cceur, le foie, les reins, les surrénales, les 

testicules et plus récemment le cerveau. Dans la plupart des tissus étudiés 

jusqu'à ce jour, les récepteurs aux benzodiazépines de type périphérique 

(RBTP) sont principalement localisés dans les mitochondries et semblent 

traverser les deux membranes en formant un point de contact entre celles-ci 



(Anholt, R.R. et al. 1986; Antkiewicz-Michaluk, L. et al. 1988). Dans le cerveau, 

on les retrouve de façon prédominante dans les astrocytes et certaines autres 

cellules gliales (Bender, A.S. et Hertz, L. 1987). 

On croit que le complexe formant le RBTP se compose d'un canal anionique 

dépendant du voltage de 32 kDa, d'un transporteur pour le nucléotide adénine 

de 30 kDa et de 4 à 6 protéines de 18 kDa se liant aux isoquinolines (IBP) 

(McEnery, M.W. et al. 1992). Les RBTP peuvent à la fois se lier aux 

benzodiazépines et à une autre classe complètement différente de composés, 

les isoquinolines (ltzhak, Y. et al. 1993). L'IBP correspond aux sites de liaison 

d'un ligand spécifique des RBTP, le 3H-PK-11195 (une isoquinoline) tandis 

que le site de liaison pour les benzodiazépines (flunitrazépam, R05-4864) a 

été associé au canal ionique dépendant du voltage de 32kDa (Garnier, M. et 

al. 1994). Par contre, une étude plus récente a montré que les sites de liaison 

pour les benzodiazépines se trouvent sur l'IBP et que l'affinité de ceux-ci pour 

les benzodiazépines ne dépend pas d'une association avec les autres 

protéines du complexe (Joseph-Liauzun, E. et al. 1997). On a également 

remarqué que l'IBP pouvait se faire phosphoryler par la protéine kinase A 

cytoplasmique mais par aucune autre protéine kinase et que cette kinase est 

sous le contrôle de l'AMPc (Whalin, M.E. et al. 1994). 

Un certain nombre de ligands endogènes potentiels ayant un effet autant sur 

les sites de liaison périphériques que centraux a été identifié. L'inhibiteur de 

la liaison du diazépam (DBI) est un peptide ayant l'effet d'un agoniste inverse 

sur les sites de liaison pour les benzodiazépines situés sur les récepteurs 

GABAA (Guidotti, A. et al. 1983) et un ligand potentiel des RBTP. Les cellules 

peuvent cliver ce peptide en divers fragments tels que le 

triakontatétraneuropeptide (TTN), l'octadécaneuropeptide (ODN) et 
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l'eicosapentaneuropeptide (EPN), ces peptides pouvant déplacer les 

benzodiazépines sur les RBTP (Bender, A.S. et Hertz, L. 1987; Guidotti, A. et 
al. 1988; Slobodyansky, E. et al. 1994). 

La fonction précise de ces récepteurs reste encore ambiguë, cependant ils 

semblent êtres impliqués dans le transport du cholestérol vers l'espace 

intermembranaire des mitochondries (Krueger, K.E. et Papadopoulos, V. 

1990). Ce cholestérol servant de précurseur à la synthèse de différents 

stéroïdes, on retrouve un grand nombre de RBTP dans les organes à fonction 

endocrine comme les surrénales, les testicules et dans une moins grande 

mesure le cerveau (Krueger, K.E. et Papadopoulos, V. 1990). La capacité de 

synthétiser de novo du cholestérol à partir de son précurseur le 

mévalolactone a été démontrée sur des astrocytes en co-culture avec des 

oligodendrocytes (Jung-Testas, l. et al. 1989), ce qui a donné naissance au 

terme "neurostéroïdes". 

De nombreuses études ont montré que l'activation des RBTP stimule la 

synthèse, le métabolisme et/ou le transport de cholestérol par les 

mitochondries, autant dans les tissus périphériques que dans le cerveau. Sur 

des cellules de Leydig en culture, les ligands spécifiques pour ces récepteurs 

stimulent la production de prégnénolone à partir de cholestérol, et le facteur de 

croissance de l'épiderme (EGF) a un effet additif sur cette stimulation 

contrairement à l'AMPc (Papadopoulos, V. et aL 1990). Les différents 

agonistes des RBTP provoquent une augmentation de la production de 

stéroïdes par des cellules tumorales de la surrénale en culture de manière 

dose-dépendante et directement proportionnelle à leur affinité pour le 

récepteur (Mukhin, A.G. et al. 1989). De plus, sur des lignées de gliomes en 

culture, l'activation des RBTP augmente la synthèse de cholestérol et de 
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progestérone à partir du précurseur mévalolactone (Guarneri, P. et aL 1992). 

On observe les mêmes phénomènes lorsque la stimulation est induite par le 

ligand endogène potentiel des RBTP, le DBI, ou ses produits de clivage 

(Papadopoulos, V. et aL 1991; Papadopoulos, V. et al. 1992). L'activation de 
ces récepteurs in vivo soit par des isoquinolines (benzodiazépines 

spécifiques pour les RBTP) ou par un fragment du DBI conduit à la modulation 

de la synthèse de prégnénolone cérébrale (Slobodyansky, E. et al. 1994). 

Récemment, on a également suggéré que les RBTP pouvaient faire partie d'un 

complexe permettant la sortie du Ca2+ de la mitochondrie, participant ainsi aux 

signaux Ca2+, mais qui serait modulé par différents facteurs tels que le statut 

énergétique de la mitochondrie, la production de radicaux libres ou le pH 

intermembranaire (Miller, R.J. 1998). Différents travaux reliant les RBTP soit 

au transport des porphyrines et de l'hème (Taketani, S. et al. 1995) ou à 

l'importation des précurseurs de protéines (Wright, G. et Reichenbecher, V. 

1999) à l'intérieur de la mitochondrie ont également été publiés. Tout 

dernièrement, on a cloné et localisé dans le système nerveux central une 

protéine cytosolique se liant spécifiquement aux RBTP qui pourrait être une 

sous-unité de ce complexe ou faire partie du mécanisme d'activation 

(Galiegue, S. et al. 1999). Ces dernières découvertes promettent de jeter de la 

lumière sur la fonction exacte de ces récepteurs dans le système nerveux 

central. 

De nombreuses études ont montré que dans le contexte d'une EPS, il y a une 

augmentation très marquée tant des niveaux de RBTP que de leur ARNm. 

Une étude réalisée sur du tissu cérébral provenant de patients cirrhotiques 

morts des suites d'une EPS a montré que les sites de liaison pour le 

3H-PK-11195 étaient augmentés de 48% dans le cortex frontal et de 25% dans 



le noyau caudé (Lavoie, J. et al. 1990). Chez le rat 4 semaines après une 

APC, on note une augmentation d'environ 300% dans le cervelet, de 150% 

dans le cortex, de même que dans le thalamus et l'hippocampe (Giguère, J.F. 

et al. 1992). Cette augmentation est induite dans les 24 heures suivant la 

chirurgie dans le cortex frontal, tandis que dans le thalamus et le cervelet cette 

hausse ne survient que 3 et 7 jours, respectivement, suite à l'APC (Leong, D.K. 

et al. 1994). Dans ce même modèle animal, l'expression des RBTP et le 

nombre de sites de liaison pour le 3H-PK11195 sont augmentés dans le cortex 

frontal (Desjardins, P. et al. 1997; Desjardins, P. et al. 1999; Rao, V.L. et aL 

1994) et le rein (Desjardins, P. et aL 1999; Rao, V.L. et al. 1994) mais abaissés 

au niveau des testicules (Desjardins, P. et al. 1999; Rao, V.L. et aL 1994). 

La quantité de DBI dans le LCR des patients encéphalopathes dépasse de 

cinq fois les niveaux du groupe contrôle et est proportionnelle à la sévérité de 

l'atteinte neurologique (Rothstein, J.D. et al. 1989). De la même façon, on 

observe une augmentation de l'ODN dans plusieurs régions cérébrales de rats 

ayant subi une APC, spécifiquement dans les astrocytes et les cellules non-

neuronales (Butterworth, R.F. et al. 1991). 

L'hyperammoniémie pourrait être à l'origine de cette augmentation de 

l'expression des RBTP, car on observe le même patron d'augmentation chez 

des souris hyperammoniémiques ayant une déficience congénitale en ornitine 

transcarbamylase (Rao, V.L. et al. 1993). La seule différence notable est une 

hausse des sites de liaison pour le 3H-PK-11195 dans les testicules chez ces 

souris, probablement due à un métabolisme hépatique normal des stéroïdes 

androgènes contrairement aux animaux ayant une APC. 

Une hyperammoniémie aiguë semble également provoquer une augmentation 

du nombre de RBTP in vivo (Itzhak, Y. et al. 1995) ou en culture (Itzhak, Y. et 
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Norenberg, M.D. 1994) mais de manière plus modeste que les modèles 

chroniques. 

L'ensemble de ces données suggère que l'ammoniaque puisse avoir un effet 

direct sur ce type de récepteur et/ou ses ligands endogènes. Étant donné que 

les RBTP sont impliqués dans la synthèse des neurostéroïdes et que plusieurs 

de ceux-ci sont de puissants agonistes des récepteurs GABAA (Barker, J.L. et 
al. 1986; Demirgoren, S. et aL 1991; Lambert, J.J. et al. 1995; Majewska, M.D. 

1992), il a été proposé que l'augmentation de l'expression des RBTP pourrait 

conduire à une augmentation de l'inhibition liée aux récepteurs GABA et 

expliquer ainsi l'état de conscience réduit observé lors d'EPS (Desjardins, P. 

et aL 1997; Desjardins, P. et al. 1999). 

1.3 LE VIEILLISSEMENT NORMAL DU CERVEAU 

La présente étude portant sur les impacts du vieillissement sur l'évolution et la 

sévérité de l'EPS, nous effectuerons un bref survol des connaissances 

actuelles sur le vieillissement normal du cerveau. Bien entendu, l'amphase 

sera mise sur les mécanismes pouvant jouer un rôle dans l'évolution de l'EH. 

Une des difficultés de l'étude du vieillissement normal du cerveau est 

justement de définir ce qui est normal lors du vieillissement. Malgré le fait 

qu'un âge avancé prédispose à certaines maladies (Alzheimer, Parkinson, 

accidents cérébraux vasculaires), il est loin d'être clair que la maladie est la 

conséquence inévitable du vieillissement. Certains critères doivent 

s'appliquer aux changements observés avec l'âge pour qu'ils puissent êtres 

considérés comme normaux. Ces changements doivent être 1) universels: 

c'est-à-dire, qu'ils soient observables chez n'importe quel individu qui vit 
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assez longtemps, 2) intrinsèques: qu'ils ne soient pas la conséquence d'aucun 

effet extérieur tel que la diète ou l'environnement, 3) progressifs: puisque notre 

compréhension actuelle du vieillissement est celle d'un phénomène progressif 

(Mrak, R.E. et al. 1997). 

Les prochaines sections se proposent de faire un survol du foisonnement 

d'études portant sur les 'aspects biochimiques, morphologiques et cognitifs du 

vieillissement. 

1.3.1 	Modifications morphologiques 

Les premières études sur le vieillissement du cerveau ont été effectuées au 

début du siècle, alors que les pathologistes de cette époque avaient remarqué 

des dépôts de pigments insolubles dans les sections provenant de sujets âgés 

(Stubel, H. 1911). Subséquemment ces pigments ont été identifiés comme 

étant de la lipofucine, un pigment complexe composé de résidus polymérisés 

de protéines et de lipides ayant subi une peroxydation (Mrak, R.E. et al. 1997). 

On ne connaît aucune fonction à ce pigment qui s'accumule progressivement 

dans les lysosomes des neurones et qui semble être un sous-produit des 

avaries normales liées à la fonction cellulaire. En effet, les animaux traités de 

manière à réduire la production de radicaux libres et la peroxydation 

accumulent peu de lipofucine dans leurs neurones, et ce indépendamment de 

la technique utilisée pour réduire les radicaux libres (Ma, X.Y. et al. 1996; 
Moore, W.A. et al. 1995). 

Parmi la population neurologiquement normale, la moyenne du poids du 

cerveau décline graduellement après 60 ans à un rythme d'environ 2 à 

3 (g)/an (Mrak, R.E. et al. 1997). Selon des études de RMN, ces pertes se 
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retrouvent surtout au niveau de la matière blanche particulièrement dans les 

lobes frontaux (Wickelgren, I. 1996), quoiqu'il semble y avoir des variations 

considérables entre les différentes régions du cerveau (Insausti, R. et al. 

1998). Il ne faut pas pérdre de vue que chez l'humain on peut difficilement 

faire un lien direct entre ces modestes changements de volume cérébral et un 

degré d'atteinte cognitive (Jellinger, K.A. 1993). Un autre facteur vient 

également compliquer l'interprétation des données. Il s'agit de "l'effet 

séculaire", qui est la tendance à l'augmentation de la masse corporelle 

moyenne et de la masse cérébrale moyenne dans la population au cours du 

20e siècle. Par conséquent, la masse cérébrale moyenne observée chez les 

individus âgés lorsque comparée à des individus jeunes décédés à la même 

période peut engendrer la fausse impression d'une atrophie alors que des 

facteurs tels que l'alimentation en bas âge en sont la cause (Mrak, R.E. et aL 

1997). 

D'ailleurs, une controverse subsiste quant à savoir si c'est l'atrophie ou la mort 

neuronale qui est le principal acteur dans le phénomène de la perte de 

volume cérébral observé lors de la sénescence. Il semble qu'à la lumière des 

nouvelles techniques d'imagerie et d'histologie, la thèse selon laquelle il y a 

une perte neuronale massive au niveau de l'hippocampe et du néocortex ne 

soit pas valide (Rasmussen, T. et al. 1996). Une atrophie des neurones, et 

principalement des gros neurones, provoque un biais dans les comptes 

neuronaux si l'on ne prend pas soin de compter autant les petits neurones que 

les gros, confondant ainsi atrophie et perte neuronale (Finch, C.E. 1993). Tout 

cela fait en sorte que les opinions divergent quant à savoir s'il y a vraiment 

perte massive de cellules nerveuses dans les différentes régions du cerveau 

avec l'âge et si les changements observés sont le fruit de techniques 

différentes ou même de pathologies sous-jacentes mais non diagnostiquées 
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(Finch, C.E. et Roth, G.S. 1999). Le consensus semble être qu'il y a une 

légère perte neuronale dans certaines régions bien précises, notamment dans 

la substance noire et l'hippocampe, mais relativement peu dans le cortex, 

épargnant ainsi un nombre suffisant de synapses pour éviter une atteinte des 

fonctions intellectuelles jusqu'à un âge assez avancé (Peinado, M.A. 1998). 

Les données d'imagerie par RMN sont inconsistantes et restent encore à ce 

jour sujettes à débat (Herndon, J.G. et al. 1998; Pfefferbaum, A. et al. 1999; 
Schuff, N. et al. 1999). 

Au niveau glial, on observe une hyperactivité astrocytaire et une hypertrophie 

des astrocytes de 10 à 30% par rapport à des sujets jeunes (Finch, C.E. et 

Roth, G.S. 1999). L'analyse de sections histologiques montre qu'il n'y a pas 

d'augmentation du nombre d'astrocytes avec l'âge, mais qu'une augmentation 

de la taille du cytoplasme de ceux-ci est présente (Bjerklund, H. et al. 1985). 

Cette réponse, appelée gliose réactionnelle, est appréciable dans la matière 

blanche sous-corticale mais est plus variable au niveau de la matière grise 

chez les rongeurs (Bronson, R.T. et al. 1993; Mandybur, T.I. et al. 1989). 

Généralement on définit les astrocytes réactifs à l'aide de critères 

morphologiques, tels qu'une apparence fibreuse et une taille plus grande 

(Landfield, P.W. et al. 1978), mais également par le fait qu'ils expriment plus 

de GFAP (Hansen, L.A. et al. 1987). 

Associée à l'hyperactivité des astrocytes, on note une augmentation (environ 

200%) au niveau de l'expression des filaments intermédiaires (Glial Fibrillary 

Acidic Protein, GFAP) et de leur ARN messager (ARNm) chez la plupart des 

mammifères (Johnson, S.J. et Finch, C.E. 1996; Morgan, T.E. et al. 1997). Des 

expériences de "nuclear run-on" sur des noyaux d'astrocytes ont montré que la 

capacité de synthèse de l'ARNm du GFAP n'était pas augmentée chez les 
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sujets âgés et que probablement des facteurs post-transcriptionnels seraient 

impliqués (Laping, N.J. et al. 1994). Il se peut qu'une dégradation moins 

rapide de l'ARNm ou de la protéine soit en cause, mais pour l'instant très peu 

de données sont disponibles à ce sujet (Finch, C.E. et Roth, G.S. 1999). 

En guise de résumé, on peut dire que les changements morphologiques sont 

variables d'une région à l'autre et d'un individu à l'autre. On observe une 

atrophie des populations de gros neurones situés dans l'hippocampe et dans 

une moindre mesure dans le cortex, alors qu'au niveau glial on voit une 

hyperactivité des astrocytes et de la microglie. 

1.3.2 	Modifications biochimiques et moléculaires 

Quelques hypothèses ont été proposées afin d'expliquer les causes et les 

mécanismes du vieillissement dans le contexte particulier du cerveau. Parmi 

ces hypothèses, on compte: a) l'hypothèse des radicaux libres, b) l'hypothèse 
d'une atteinte membranaire, et c) l'hypothèse de l'oxyde nitrique (NO). Un 

certain nombre de recoupements existent entre ces différentes théories et 

quelques auteurs ont proposé des théories "unifiées" mettant en jeu plusieurs 

mécanismes simultanément. 

Outre ces différentes hypothèses, certains pensent qu'une atteinte du 

métabolisme énergétique peut contribuer au phénomène du vieillissement. 

Chez les individus neurologiquennent normaux, les taux d'utilisation du 

glucose et de l'oxygène décroissent d'environ 10 à 30 % sur l'ensemble de la 

vie (Finch, C.E. et Roth, G.S. 1999). Ce modeste déclin est de la même 

envergure que les baisses au niveau de la perfusion cérébrale ou de 

l'atrophie du parenchyme. Toutefois, l'âge contribue beaucoup moins à la 
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variance globale du métabolisme cérébral que ne le font les différences 

interindividuelles (Finch, C.E. et Roth, G.S. 1999). 

Les prochaines sections feront un bref survol de ces différentes hypothèses 

ainsi que de l'effet de l'âge sur le système de neurotransmission 

glutamatergique afin d'identifier les mécanismes pouvant êtres impliqués dans 

l'augmentation de la prévalence de l'EH chez les patients plus âgés. 

1.3.2.1 	L'hypothèse des radicaux libres 

Cette hypothèse est basée sur l'idée que les changements au niveau des 

fonctions cellulaires reliés à l'âge sont la conséquence soit d'une 

augmentation de la production ou d'une baisse de l'élimination des radicaux 

libres ou encore d'une combinaison des deux (Harman, D. 1996). Il semble 

que les dommages oxydatifs produits par les radicaux libres soient un des 

phénomènes les plus impliqués dans les changements observés lors de la 

sénescence. 

Les principaux types de radicaux libres sont le superoxyde (02•), l'anion 

hydroxyl (OH.), l'oxyde nitrique (NO) et le peroxynitrite (ON00.). La 

phosphorylation oxydative à l'intérieur des mitochondries, qui est liée à la 

production d'énergie, est de loin la principale source de radicaux libres mais 

ceux-ci peuvent également être produits par certaines enzymes (le système 

P450, la MAO-A et B et les oxydases à fonctions multiples)(Finch, C.E. et Roth, 

G.S. 1999). Ces radicaux libres peuvent induire une peroxydation des lipides 

et mener soit à une inactivation enzymatique, des dommages irréparables aux 

protéines du cytosquelette, une synthèse protéique moins efficace, une 

réduction de l'affinité des récepteurs et des transporteurs membranaires ou à 



des mutations (Peinado, M.A. 1998). Afin de contrer ces molécules 

dangereuses tout un système de défense, tant enzymatique que non- 

enzymatique, a évolué avec le temps. On pense que ce système de défense 

devient de plus en plus compromis avec les années soit parce que la 

production de radicaux libres augmente ou qu'il existe un déclin "programmé" 

d'une ou plusieurs composantes de ce système (Lynch, M.A. 1998). Le tissu 

nerveux est particulièrement vulnérable aux attaques des radicaux libres car il 

est le siège d'une intense consommation d'oxygène couplée à de modestes 

défenses antioxydantes (Halliwell, B. 1992). On y retrouve également une 

grande quantité de fer permettant certaines réactions avec les radicaux libres 

(Benkovic, S.A. et Connor, J.R. 1993) et une grande concentration d'acides 

gras polyinsaturés qui sont particulièrement susceptibles à l'attaque des 

radicaux libres. 

Chez la majorité des mammifères il y a une augmentation très claire avec l'âge 

des dommages oxydatifs à l'ADN, surtout une augmentation des délétions au 

niveau de l'ADN mitochondrial (ADNmt) (Finch, C.E. et Roth, G.S. 1999). 

L'étendue de ces dommages est de cent fois supérieure sur l'ADNmt que sur 

l'ADN génomique, surtout dans les neurones des noyaux gris de la base 

riches en dopamine, ce qui est en accord avec la théorie voulant que le 

métabolisme de la dopamine produit des radicaux libres via la production de 

peroxyde par la MAO (Finch, C.E. et Roth, G.S. 1999). Par contre, on retrouve 

remarquablement peu de délétion de l'ADNmt dans la rétine où la production 

de radicaux libres est très élevée (Soong, N.W. et aL 1996). 

Il semble logique de penser que la peroxydation des lipides induite par l'âge 

pourrait avoir une grande influence sur la composition membranaire et sur sa 

fonction. Ceci pourrait lier l'hypothèse des radicaux libres avec la prochaine 
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hypothèse, celle d'une atteinte membranaire. 

1.3.2.2 	L'hypothèse d'une atteinte membranaire 

La base de cette hypothèse vient des changements observés dans la 

composition de la membrane en fonction de l'âge et qui pourraient influencer 

les mécanismes de transduction des signaux. Dans le cerveau vieillissant, on 

observe une baisse du métabolisme des phospholipides accompagnée d'une 

baisse de l'incorporation des acides gras aux phospholipides et de leur degré 

d'insaturation (Bazan, N.G. 1989; Gaiti, A. 1989). 

L'acide arachidonique et l'acide docosahexanoïque, les deux principaux 

phospholipides insaturés que l'on retrouve dans les tissus nerveux, sont des 

cibles de choix pour la peroxydation. Leur quantité diminue dans le cerveau 

vieillissant, laissant présager un lien entre ces deux phénomènes (Gaiti, A. 

1989; Suzuki, H. et al. 1989). Ces changements pourraient être à l'origine 

d'une baisse de la fluidité membranaire (Choi, J.H. et Yu, B.P. 1995; Zs-Nagy, 

I. 1994), qui engendre une déficience des mécanismes de traduction des 

signaux (Battaini, F. et al. 1995; Zs-Nagy, I. 1994) et pourrait être à l'origine 

d'une modification de la fonction des différents récepteurs (Friedman, E. et 

Wang, H.Y. 1989). 

1.3.2.3 	L'hypothèse de l'oxyde nitrique (NO) 

L'oxyde nitrique (NO) est un gaz diffusible capable de franchir les membranes 

cellulaires et qui est produit in vivo par une famille d'enzymes nommée oxyde 

nitrique synthétases (NOS). On retrouve des isoformes dans les cellules 
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endothéliales (eNOS) ainsi que dans les neurones (nNOS) qui sont 

constitutives et activées par la calmoduline en réponse à une augmentation du 

calcium intracellulaire (Hecker, M. et aL 1994). La forme inductible (iNOS) se 

retrouvant dans la microglie ne devient active •que lors d'une réponse 

immunitaire et n'est pas activée par la calmoduline comme les formes 

constitutives (Murphy, S. et al. 1993). Tous les isoformes de NOS produisent 

le NO en transformant de l'arginine en citrulline (McCann, S.M. et al. 1998). 

À des concentrations physiologiques le NO joue un rôle dans la régulation du 

flux sanguin cérébral, dans l'oscillation des neurones et dans la plasticité des 

synapses (Szabô, C. 1996). Une altération de la production de NO, comme on 

en retrouve lors du vieillissement, peut conduire à des changements 

neurodégénératifs (McCann, S.M. 1997; Peinado, M.A. 1998). Le NO est 

également en mesure de réagir avec le 02. et former ainsi du ON00., qui est 

fortement neurotoxique (Huie, R.E. et Padmaja, S. 1993). Ceci pourrait 

contribuer aux dommages induits par les radicaux libres et contribuer au stress 

oxydatif grandissant avec l'âge. 

1.3.2.4 	Modifications du système glutamatergique 

Il est reconnu que les fonctions cognitives s'étiolent avec l'avancement en âge 

et que ces déficits sont très variables d'un individu à l'autre. On croit que ces 

déficits pourraient provenir de modifications de la potentialisation à long terme 

(LTP), le principal mécanisme impliqué dans les processus neuronaux 

conduisant à l'apprentissage et la mémoire au niveau de l'hippocampe 

(Lynch, M.A. 1998). 

11 est généralement admis que l'induction de la LTP vient de l'ouverture des 
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canaux NMDA et de l'entrée de calcium en découlant. Cette ouverture ne peut 

se faire que suite à l'activation des récepteurs AMPA environnants qui 

dépolarise la membrane et aide à lever le blocage voltage-dépendant exercé 

par le magnésium dans le canal ionique des récepteurs NMDA (Bliss, T.V. et 

Collingridge, G.L. 1993). Le reste de la mécanique permettant d'augmenter 

l'efficacité synaptique à long terme est encore le sujet de vifs débats (Lynch, 

M.A. 1998) mais a eu l'effet d'attirer l'attention sur les effets de l'âge sur le 

système de neurotransmission glutamatergique. 

Les données sur la libération du Glu chez les animaux âgés normaux sont 

quelque peu confuses. En effet, avec l'âge on peut distinguer soit une hausse 

(Freeman, G.B. et Gibson, G.E. 1987) ou une absence de changement (Cobo, 

M. et a/. 1992; Dawson, R.J. et al. 1989; Martinez, M. et al. 1995; McGahon, B. 
et Lynch, M.A. 1996; Palmer, A.M. et al. 1994; Wallace, D.R. et Dawson, R.J. 

1992) de la libération basale du Glu. De la même manière, on peut distinguer 

soit une baisse (Aprikyan, G.V. et Gekchyan, K.G. 1988; Mullany, P. et al. 

1996), une hausse (Freeman, G.B. et Gibson, G.E. 1987) ou une absence de 

changement (Dawson, R.J. et al. 1989; Martinez, M. et al. 1995; McGahon, B. et 

Lynch, M.A. 1996; Wallace, D.R. et Dawson, R.J. 1992) de la libération de Glu 

provoquée par le potassium (K+) avec l'âge. 

Les niveaux tissulaires d'acides aminés restent relativement stables avec 

l'avancement en âge, sauf pour une légère augmentation de la Gln (Banay-

Schwartz, M. et al. 1989; Kirzinger, S.S. et Fonda, M.L. 1978; Kornhuber, M.E. 
et al. 1993; Strolin-Benedetti, M. et al. 1990). On observe aussi une 

augmentation de l'activité de la GS, tant dans le cerveau entier qu'au niveau 

de l'hypothalamus, du striatum, du cervelet et du tronc cérébral (Cao-Danh, H. 

et al. 1985). Par contre une baisse de l'activité de la GS dans des extraits de 
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cerveau entier de rats a également été décrite avec l'âge (Rajeswari, T.S. et 

Radha, E. 1984). De plus, il semble que les concentrations d'ammoniaque 

(Kirzinger, S.S. et Fonda, M.L. 1978; Rajeswari, T.S. et Radha, E. 1984) et d'a-

cétoglutarate (Rajeswari, T.S. et Radha, E. 1984) cérébrales augmentent avec 

l'âge. 

Beaucoup de travaux ont été réalisés sur les effets de l'âge en ce qui concerne 

les récepteurs du système glutamatergique mais les changements rapportés 

sont variables selon les équipes et sont probablement le résultat des 

différentes techniques utilisées et des différentes régions cérébrales étudiées. 

Ainsi, certains ont démontré qu'il existe avec l'âge soit une baisse significative 

de la densité des récepteurs NMDA (Fiore, L. et Rampello, L. 1989; 

Magnusson, K.R. et Cotman, C.W. 1993a; Magnusson, K.R. et Cotman, C.W. 

1993b; Peterson, C. et Cotman, C.W. 1989; Tamaru, M. et al. 1991) ou une 
absence de changement (Araki, T. et al. 1997a; Araki, T. et al. 1997b; Araki, T. 
et aL 1997c, Mitchell, J.J. et Anderson, K.J. 1998; Miyoshi, R. et al. 1990; 
Miyoshi, R. et al. 1991; Nicolle, M.M. et al. 1996; Shimada, A. et al. 1997; 
Wardas, J. et al. 1997) dans de nombreuses régions cérébrales. Des études 

électrophysiologiques ont par contre décrit une absence de modification de la 

réponse des récepteurs NMDA à la glycine et au magnésium (Jasek, M.C. et 

Griffith, W.H. 1998), ainsi qu'une absence de changement des potentiels post-

synaptiques excitateurs initiés par le NMDA (Billard, J.M. et al. 1997) ou le Glu 
(Jouvenceau, A. et al. 1997) lors du vieillissement. 

Certains chercheurs expliquent ces modifications observées sur les récepteurs 

NMDA en fonction de l'âge par une modification de la composition des 

différentes sous-unités les constituants (Araki, T. et al. 1997a; Billard, J.M. et aL 

1997; Magnusson, K.R. 2000; Mitchell, J.J. et Anderson, K.J. 1998; Miyoshi, R 
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et al. 1990). En effet, sur les récepteurs NMDA les sites de modulation 

sensibles à la glycine (Figure 1.5) sont diminués en fonction de l'âge (Araki, T. 

et al. 1997a; Kito, S. et al. 1990; Miyoshi, R. et al. 1990) mais pas dans la 

même proportion que les sites liant le Glu ou le MK801 qui se retrouvent sur 

d'autres sous-unités ou à l'intérieur du canal, respectivement. Tout 

dernièrement, une étude d'hybridation in situ a montré que l'expression des 

différentes sous-unités des récepteurs NMDA est modifiée avec l'âge en 

fonction de la région cérébrale observée (Magnusson, K.R. 2000). Des 

données récentes d'électrophysiologie (patch clamp) ont également suggéré 

une telle modification de la composition des récepteurs NMDA avec l'âge 

(Kuehl Kovarik, M.C. et al. 2000) . 

En ce qui concerne les récepteurs métabotropiques pour le Glu, les données 

sont moins abondantes étant donné qu'il est relativement difficile d'en faire 

l'étude avec les moyens classiques d'autoradiographie et de liaison in vitro. 

On discerne une baisse du rythme métabolique (turnover) des phospho-

inositols liés à la stimulation des récepteurs métabotropiques (Figure 1.5) 

avec l'âge qui n'est pas liée à une baisse d'expression de ces récepteurs ou 

de leurs protéines G, mais plutôt à une réduction de l'expression de la PI-PLC 

(Nicolle, M.M. et al. 1999). On a également constaté que le nombre de 

récepteurs pour l'IP3 (Martini, A. et al. 1994) et leur efficacité à mobiliser le 

Ca2+ intracellulaire (Burnett, D.M. et al. 1990) sont diminués. Toutefois, une 

étude électrophysiologique a démontré que l'âge n'a pas d'influence sur l'effet 

produit par le t-ACPD, un ligand spécifique des récepteurs métabotropiques, 

sur le potentiel post-synaptique excitateur du Glu ou le potentiel post-

synaptique inhibiteur du GABA (Jouvenceau, A. et al. 1997). 

En ce qui concerne les sites de capture du Glu de nombreux changements ont 
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encore une fois été décris. On observe chez le rat une réduction de la capture 

du Glu au niveau des tranches corticales (Matsumoto, H. et al. 1982), des 

mitochondries (Vitorica, J. et ai. 1985) ou des synaptosomes (Najlerahim, A. et 

al. 1990; Price, M.T. et al. 1981; Vatassery, G.T. et al. 1998; VVheeler, D.D. et 

Ondo, J.G. 1986) induite par l'âge. Ces changements ont été confirmés par 

une baisse des sites de liaison pour le 3H-D-aspartate dépendants du sodium, 

un ligand spécifique des sites de capture du Glu, en fonction de l'âge (Araki, T. 

et al. 1997c). Une étude de microdialyse in vivo a également montré que le 

Glu extracellulaire est plus élevé chez les rats âgés et que sa concentration 

extracellulaire augmente beaucoup plus chez ceux-ci lorsqu'on perfuse avec 

un inhibiteur de la capture du Glu (Massieu, L. et Tapia, R. 1997). 

Ces changements, induits par le vieillissement normal sur les diverses 

composantes du système de neurotransmission glutamatergique, pourraient 

être impliqués dans la plus grande vulnérabilité du cerveau âgé aux effets 

d'une APC. 

1.4 BUT DE L'ÉTUDE PROPOSÉE 

Afin d'élucider les mécanismes responsables de la plus grande prévalence de 

l'EPS observée chez les patients plus âgés suite à un TIPS, nous avons étudié 

les effets d'une APC chez de jeunes rats adultes (3 mois) et âgés (24 mois). 

Nous avons choisi le rat porteur d'une APC comme modèle animal pour sa 

similarité avec l'atteinte humaine et sa reproductibilité. 

Dans le but de vérifier l'hypothèse selon laquelle il y aurait une plus grande 

vulnérabilité des animaux âgés aux effets délétères de l'APC, nous nous 

sommes concentrés sur les mécanismes décrit dans la littérature et qui 
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semblent être à l'ceuvre dans ce modèle animal jeune : 1) une hausse 

marquée de l'ammoniaque plasmatique, 2) l'apparition d'une astrocytose 

Alzheimer de type 11, 3) l'émergence de modifications de l'activité ambulatoire 

et des rythmes nycthéméraux, 4) une altération du métabolisme énergétique 

cérébral tel que mesuré par le transport du 14C-2-désoxyglucose, 5) une 

augmentation marquée des récepteurs aux benzodiazépines de type 

périphérique, 6) des variations des niveaux cérébraux de Gln et de Glu et 

finalement 7) des modifications de certains éléments du système de 

neurotransmission glutamatergique (transporteurs du Glu et récepteurs 

membranaires). 

L'effet de l'âge per se et l'effet de l'âge combiné avec celui de l'APC ont été 

évalués pour tous ces paramètres, afin de distinguer les mécanismes propres 

au vieillissement de ceux reliés à l'APC. 

1.5 MÉTHODOLOGIE UTILISÉE 

1.5.1 	Anastomose porto-cave (APC) 

L'APC chez le rat a été retenu comme modèle animal d'EH pour sa relative 

simplicité, sa similarité avec l'atteinte humaine et sa reproductibilité. Le choix 

du rat comme modèle s'est aussi imposé pour des considérations d'espace, 

de coût et de disponibilité des animaux très âgés. L'injection de traceurs 

radioactifs très coûteux est également moins onéreuse chez un petit animal. 

Les rats Sprague-Dawley, la race la plus commune de rats de laboratoire, ont 

une espérance de vie de 36 à 40 mois, tout au plus. À 24 mois, ces animaux 

sont très vieux sans toutefois être considérés comme étant sénescents et 
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devraient représenter un bon modèle du groupe d'âge de 70 à 80 ans chez 

l'humain. Nous avons décidé d'utiliser des rats de 24 mois car il existe une 

abondante littérature sur ce groupe d'âge et qu'ils sont les plus disponibles sur 

le marché. 

Deux groupes de rats Sprague-Dawley de 2 et 24 mois d'âge chacun, ont été 

anesthésiés par inhalation avec de l'halothane. Une APC ternnino-latérale a 

été réalisée sous un microscope à dissection selon la technique de Lee et 

Fisher (1961). Brièvement, la veine porte a été nettoyée du péritoine 

l'entourant, puis clampée et ligaturée avant d'être coupée entre la pince et la 

ligature. La veine cave, une fois nettoyé du péritoine, fut alors partiellement 

clampée et une portion elliptique d'une dimension d'une fois et demie le 

diamètre de la veine porte, fut retiré de la partie clampée (Figure 1.6). Des 

points d'ancrages ont été réalisés à l'aide de soie 7.0 entre les extrémités de 

la veine porte et de la veine cave. La suture de l'anastomose proprement dite 

fut réalisée en commençant par la partie inférieure des deux veines et 

complétée par la partie supérieure, en formant de 4 à 5 points dans chaque 

cas (Figure 1.6). Une légère modification a été apportée dans le cas des 

animaux de 24 mois, car leurs vaisseaux étant plus gros, quelques points 

supplémentaires ont été nécessaires. 

Deux autres groupes ayant le même âge et ayant subi le même stress 

opératoire sans l'anastomose ont servi de groupe contrôle (fausse opération 

ou sham). Comme pour les animaux anastomosés, ils ont été anesthésiés et 

ont subi une laparotomie suivie du nettoyage du péritoine et du clampage des 

deux vaisseaux pour une période identique aux rats ayant subi une APC. 
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Figure 1.6 Détails de la procédure chirurgicale permettant la construction de 

l'anastomose porto-cave chez le rat. (tiré de: Castaing, D., 

Houssin, D. et Bismuth, H. (1980) Hepatic and portal surgery in the 

rat, Masson, Paris, pp67-78) 
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Le temps de clampage dans tous les cas n'a pas dépassé 15 min afin de ne 

pas entraver le flux sanguin intestinal trop longtemps et provoquer des 

saignements ou des complications postopératoires. 	La mortalité 

postopératoire combinée avec la mortalité lors de l'intervention n'a jamais 

excédé 2%. Comme les animaux étaient à jeun depuis au moins 12h et qu'ils 

n'ont pas tendance à manger tout de suite après l'opération, une solution de 

glucose 5% dans de la saline à 37°C a été introduite dans la cavité 

abdominale. 

Le suivi postopératoire a été effectué de manière quotidienne la première 

semaine puis à tous les 2 ou 3 jours subséquemment. Celui-ci comprenait 

une pesée ainsi que la vérification de l'état général de l'animal et de ses 

plaies. 

Après le sacrifice, l'ouverture et le fonctionnement de l'anastomose a été 

vérifié par l'injection rétrograde de saline par la veine cave et le passage vers 

la veine porte a été confirmé. 

1.5.2 	Mesure des périodes d'activité ambulatoire spontanées 

On se doit de souligner que la simple observation des rats ayant une APC ne 

permet pas de les distinguer des rats contrôles. De manière similaire, les rats 

ayant une APC depuis 3 semaines n'ont pas un comportement différent de 

leurs contrôles lorsqu'on les place dans un labyrinthe (Martin, J.R. et aL1980). 

Nous avons choisi de mesurer l'activité ambulatoire spontanée comme indice 

de l'état neurologique des rats. L'avantage de cette approche vient du fait 

qu'elle est non invasive, qu'elle peut être répétée autant de fois que 
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nécessaire et surtout qu'elle est un reflet assez fidèle de certains symptômes 

observés chez l'humain. De plus, les rats ne sont manipulés qu'une seule fois 

avant la mesure d'activité et il n'y a aucune interférence humaine pour une 

période d'au moins 6h avant le début des mesures, évitant ainsi les biais reliés 

au stress. 

Les rats ont été placés séparément dans des cages translucides dans une 

pièce isolée et calme avec un cycle de 12h de lumière et 12h d'obscurité. Le 

temps que chaque rat passait soit au repos ou en mouvement, a été mesuré 

grâce à un système de faisceaux infrarouges informatisé. Les rats ont été 

laissés seuls au moins 6 h avant que les mesures ne débutent 

automatiquement à 18h00. Les données ont été enregistrées pendant 36h 

consécutives à 72h, 1 semaine et 3 semaines après l'opération. Le simple bris 

d'un faisceau infrarouge, même s'il est répétitif, n'a pas été considéré comme 

une activité ambulatoire car il correspond souvent à des mouvements de 

toilettage ou de balancement des animaux. Nous n'avons considéré que les 

mouvements impliquant le bris de plusieurs faisceaux et avons fait la somme 

cumulative de ces activités pour une période de 12h à la fois. Cette dernière 

mesure à été définie comme étant la période d'activité ambulatoire spontanée 

pour chacun des rats. 

Afin de réduire la variabilité au minimum et d'éviter que des bruits sporadiques 

n'affectent qu'un seul groupe, nous avons pris soins d'effectuer en même 

temps les mesures d'activité ambulatoire sur un représentant de chaque 

groupe dans 4 cages différentes. 
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1.5.3 	Mesure de l'utilisation locale du glucose cérébral 

L'utilisation locale du glucose cérébral (ULGC) a été mesurée grâce à la 

méthode décrite par Sokoloff (1977). Nous avons retenu cette méthode par ce 

qu'elle utilise le traceur 14C-désoxyglucose qui, à la différence du glucose, ne 

peut être métabolisé en CO2  évitant ainsi la perte de traceur par la respiration 

et surtout permettant des délais expérimentaux plus longs. En fait, le 14C _ 

désoxyglucose est transporté dans la cellule de la même manière que le 

glucose et ce transport est directement proportionnel à l'utilisation du glucose 

par la cellule. Cette technique a l'avantage d'être très bien caractérisée, 

d'autant plus qu'elle est déjà utilisée avec succès chez l'humain dans les 

études utilisant le PET avec le traceur 18F-désoxyglucose. 

Le fait que l'exposition au traceur soit plus longue permet d'atteindre un 

certain équilibre et minimise ainsi les variations provenant de facteurs comme 

la rapidité de l'injection du traceur, le flux sanguin cérébral ou la concentration 

plasmatique de glucose (Sokoloff, L et aL 1977). Par contre, on doit assumer 

que les valeurs des constantes utilisées pour le calcul de l'ULGC, qui ont été 

déterminées chez des rats normaux, ne sont pas affectées par les 

changements induit par l'APC. 

Le jour de l'expérience, les rats ont été anesthésiés par inhalation avec de 

l'halothane et deux cathéters (PE-50) d'un volume de 75 l chacun ont été 

insérés dans l'aorte abdominale et la veine cave. Afin d'empêcher l'animal de 

bouger et d'arracher les cathéters, un plâtre a été apposé sur l'abdomen 

inférieur et la région pelvienne en prenant soin de ne pas restreindre les 

mouvements respiratoires de la cage thoracique. Les animaux ont récupéré 

de l'intervention pendant au moins 4 heures dans une pièce calme et isolée. 
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Un bolus de 25 µCi/Kg de [1-14C]-2-désoxyglucose a été injecté via le cathéter 

veineux suivi immédiatement par 500 pl de saline (> 6 fois le volume mort du 

cathéter). Quinze échantillons de sang artériel (65 pi chacun) ont été 

prélevés dans des capillaires de verre héparinés à 0, 15, 30 et 45 sec, 1, 2, 3, 

5, 7.5, 10, 15, 25, 35 et 45 min après l'injection. Le cathéter a été vidangé 

entre chaque prélèvement en injectant de la saline hépariné (5 U/ml) grâce à 

un sac de soluté sous pression. Des échantillons de sang ont également été 

prélevés aux temps 0, 20 et 44 min pour effectuer des analyses de pH, 

d'hématocrite, d'hémoglobine et de pression partielle d'02 et de CO2. Tous les 

échantillons ont été maintenus sur glace et centrifugés à la fin de l'expérience. 

Afin de déterminer le pic et la courbe de clairance du traceur, la radioactivité 

des échantillons de plasma (20 µ1) a été mesurée par scintillation dans un 

compteur béta (Beckman). La concentration de glucose plasmatique des 

échantillons (10 p.1) a été mesurée avec la méthode de la glucose oxydase 

(Schimdt, F.H. 1961). La pression artérielle était constamment mesurée (sauf 

durant l'échantillonnage) à partir du cathéter artériel. 

45 min après l'injection du traceur, les rats ont été décapités et des 

échantillons de sang furent prélevés pour déterminer les niveaux 

d'ammoniaque plasmatiques à l'aide d'une technique utilisant de la résine 

échangeuse de cations (Forman, D.T. 1964). Les cerveaux ont été rapidement 

prélevés et congelés dans de l'isopentane à -40°C, puis tranchés en sections 

de 20 p,m, montées par décongélation sur des lames gélatinées et séchées 

rapidement sur une plaque chauffante à 55°C pour éviter tout mouvement du 

traceur dans les tranches. Les coupes de cerveaux ont été exposées à un film 

autoradiographique pendant 4 semaines avec des standards de 

[14- u]_ rnéthylméthacrylate (Annersham). 	La densité optique du film 

correspondant à différentes régions cérébrales a été mesurée à l'aide d'un 
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système d'imagerie équipé avec le logiciel MCID. L'ULGC fut calculée à partir 

de l'équation et des constantes de flux pour les matières grise et blanche 

publiée par Sokoloff (1977) pour des rats normaux. 

1.5.4 	Histologie 

Immédiatement après le sacrifice un hémisphère complet a été immergé dans 

une solution de formaline pendant 24h. Des sections de 201.1.m ont été 

ensuite réalisées puis colorées avec du crésyl violet (Nissl). Les comptes 

astrocytaires et le décompte des astrocytes Alzheimer de type II a été réalisé à 

500X à l'aide d'une grille oculaire de 0.025mm2. Le dénombrement a été 

effectué dans 3 sections différentes d'un même animal dans lesquelles 5 

champs de 0.025mm2  ont été choisis au hasard. La même procédure a été 

répétée une seconde fois et la moyenne des comptes astrocytaires et des 

astrocytes Alzheimer de type II par champs de 0.025mm2  a été calculée pour 

chaque animal. Toutes les mesures ont été effectuées par une personne ne 

connaissant pas les groupes observés, afin d'éliminer les biais et 

l'interprétation erronée. 

Les astrocytes Alzheimer de type II ont été définis selon des critères 

classiques, soit: un gros noyau avec une chromatine en marge lui donnant un 

aspect aqueux lorsqu'on bouge la vis micrométrique (Norenberg, M.D. 1977). 
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1.5.5 	Autoradiographie quantitative des récepteurs aux 

benzodiazépines de type périphérique (RBTP) 

Nous avons choisi d'étudier ce type de récepteur principalement par ce qu'il 

est fortement augmenté dans le cerveau des rats ayant subi une APC 

(Desjardins, P. et aL 1997; Desjardins, P. et aL 1999; Giguère, J.F. et aL 1992; 

Leong, D.K. et al. 1994; Rao, V.L. et aL 1994) ainsi que dans le cerveau de 

patients décédés des suites d'une EH (Lavoie, J. et aL 1990). Comme pour les 

changements comportementaux, cette augmentation des RBTP apparaît très 

tôt (24 à 48h) après la construction d'une APC et subsiste plusieurs semaines 

(Leong, D et aL 1994). 

Ce type de récepteur semble être modulé à la hausse par l'hyperammoniémie 

chronique, comme celle observée chez des animaux ayant une déficience 

congénitale d'une enzyme du cycle de l'urée (Rao, V.L. et al. 1993). Étant 

donné que nous voulions évaluer le rôle de l'ammoniaque dans l'apparente 

vulnérabilité des patients plus âgés, nous avons jugé bon de mesurer un 

récepteur qui répond rapidement et de manière soutenue à l'augmentation 

plasmatique d'ammoniaque. 

Quatre nouveaux groupes, identiques aux groupes utilisés pour la mesure de 

l'ULGC, ont été utilisés pour les études autoradiographiques. La radioactivité 

présente dans le cerveau des rats injectés avec du 14C-désoxyglucose aurait 

masqué complètement le signal du 3H-PK11195. Ces animaux n'ont donc pas 

subi de cathéterisation, de confinement ou d'anesthésie avant leur sacrifice. 

Les tranches ont été incubées 1h dans du tampon Tris-HCI 170 mM (pH 7.4) 

contenant 1 nM 3H-PK11195 (activité spécifique de 85.0 Ci/mmol, New 

England Nuclear). Afin de déterminer la liaison non spécifique, des sections 
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adjacentes ont été incubées dans le même tampon auquel 1 µM de PK11195 

non marqué a été ajouté (Research Biochemical Inc.). Cette incubation dans 

un tampon ayant un excès de ligand non marqué a pour effet de masquer tous 

les sites de liaison spécifiques, la radioactivité restante étant considérée 

comme étant le signal non spécifique. L'incubation fut terminée par 

l'immersion des tranches dans un bain de tampon Tris-HCI 170 mM à 4°C 

trois fois consécutives. Les tranches ont été ensuite plongées quelques 

secondes dans de l'eau distillée froide et séchées rapidement sous un courant 

d'air. Les sections séchées ont été ensuite mises en contact avec un film 

autoradiographique durant 3 semaines à 4°C. 

Les régions d'intérêt ont été identifiées à l'aide de sections adjacentes 

colorées avec du crésyl violet ainsi qu'à l'aide d'un atlas des régions 

cérébrales du rat (Paxinos, G. et Watson, C. 1982). La densité optique du film 

correspondant à ces régions d'intérêt a été ensuite mesurée à l'aide d'un 

système d'analyse d'image et convertie en fmol/mg de tissu cérébral. 

1.5.6 	Western Blot 

Pour tous les Westerns, un échantillon de tissu cortical fut homogénéisé dans 

un tampon RIPA (50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCI, 0.1% SDS, 1% 

Triton X-100, 0.5% sodium désoxycholate), et un cocktail d'inhibiteurs de 

protéases composé de 1 mM EDTA, 0.1 µM pepstatine A, 1 µg/m1 

leupeptine, 1 µg/m1 aprotinine et 100µg/m1 phénylméthyl-sulfonyl-fluor. 

Après une centrifugation à 12,000 g pendant 15 min., 50 µg de protéines du 

culot ont été bouillis pendant 5 min. dans du tampon de chargement (50 mM 

Tris-HCI (pH 6.8), 10 % glycérol, 2% SDS, 0.1 M dithiothreitol, 0.1% bleu de 
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bromophénol). Une électrophorèse fut pratiquée sur un gel dénaturant de 

polyacrylamide (SDS-PAGE) de 8% en même temps que des marqueurs de 

poids moléculaire. Un transfert des protéines sur une membrane de 

nitrocellulose a ensuite été réalisé toute la nuit. Les membranes ont ensuite 

été incubées dans une solution (TBST) saline tamponnée par du Tris-HCI 

50 mM contenant 5% (p/v) de lait écrémé en poudre et 0.1% de Tween 20 

pendant 2h à température de la pièce. 

Dans le cas du GFAP, les membranes ont alors été incubées avec 0.05 p.g/m1 

d'anticorps anti-GFAP de souris dans du TBST avec 5% (p/v) de lait écrémé en 

poudre, pendant 1h à température de la pièce. Suite à un rinçage avec du 

TBST les membranes ont été incubées avec un anticorps anti-IgG de souris 

couplé à la peroxydase du raifort dans le même tampon pendant 1h. 

Dans le cas de la GS, les membranes ont été incubées avec 0.25 pig/m1 

d'anticorps anti-GS de souris dans du TBST avec 5% (p/v) de lait écrémé en 

poudre, pendant 1h à température de la pièce. Suite à un rinçage avec du 

TBST les membranes ont été incubées avec un anticorps anti-IgG de souris 

couplé à la peroxydase du raifort dans le même tampon pendant 1h. 

Dans le cas du transporteur GLT1/EAAT2, les membranes ont été incubées 

avec 0.15 p.g/m1 d'anticorps anti-GLT1 de souris dans du TBST avec 5% (p/v) 

de lait écrémé en poudre, pendant 1h. Suite à un rinçage avec du TBST les 

membranes ont été incubées avec un anticorps anti-IgG de souris couplé à la 

peroxydase du raifort dans le même tampon pendant 1h. 

Dans tous les cas les membranes ont été rincées à fond avec du TBST et 

exposées à un cocktail de chemoluminescence (ECL, Amersham) puis 

apposées sur un film autoradiographique. La densité optique relative (ROD) 
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des bandes immunoréactives a été mesurée à l'aide d'un système d'analyse 

d'image informatisé. 

1.5.7 Autoradiographie quantitative des récepteurs 

glutamatergiques de type AMPA, NIVIDA et des sites de 

capture du glutamate 

Dans le cas des récepteurs de type AMPA, les tranches ont été pré-incubées 

dans un tampon Tris-Acétate 50 mM (pH 7.2) pendant 30 min. à 4°C. Les 

tranches ont ensuite été incubées dans le tampon Tris-Acétate 50 mM 

(pH 7.2) contenant 50 nM de [3H]-AMPA (activité spécifique de 

53.0 Ci/mmol, New England Nuclear) et 100 mM de thiocyanate de 

potassium (KSCN) pendant 10 min. à 4°C. La liaison non spécifique a été 

déterminée sur des sections adjacentes par l'ajout à ce tampon d'AMPA non 

marqué (1001uM). Les sections ont alors été rincées 4 fois avec le tampon 

Tris-Acetate 50 mM (pH 7.2) à 4°C, puis trempées brièvement dans de l'eau 

distillée froide. 

Dans le cas des récepteurs de type NMDA, les tranches ont été pré-incubées 

dans un tampon Tris-Acétate 50 mM (pH 7.4) à 4°C pendant 30 min. Les 

tranches ont alors été incubées dans le tampon Tris-Acétate 50 mM (pH 7.2) 

contenant 5 nM de [3H]-MK801 (activité spécifique de 22.0 Ci/mmol, New 

England Nuclear) et 30 µ.M de Glu ainsi que 10 µM de glycine pendant 

120 min. La liaison non spécifique a été déterminée sur des sections 

adjacentes par l'ajout à ce tampon de 5 puM MK-801 non marqué. Les 

sections ont alors été rincées une fois brièvement avec le tampon Tris-Acetate 

50 mM (pH 7.2) à 4°C, puis laissées à tremper pendant 90 min dans ce 
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même tampon avant d'être brièvement plongées dans de l'eau distillée froide. 

Dans le cas des sites de capture pour le Glu les tranches ont été pré-incubées 

dans un tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) à température de la pièce pendant 

10 min afin de retirer les acides aminés endogènes et les divers ions. Les 

tranches ont alors été incubées dans le tampon Tris-HCI 50 mM (pH 7.4) 

contenant 100 nM DI3H1-Aspartate (activité spécifique 10.9 Ci/mmol, New 

England Nuclear) et 300 mM de NaCI. La liaison non spécifique a été 

déterminée sur des sections adjacentes par l'ajout à ce tampon de 100 µM 

D,L-threo-13-hydroxyaspartate. Les sections ont alors été rincées 4 fois avec le 

tampon Tris-HCL 50 mM (pH 7.2) avant d'êtres brièvement plongés dans de 

l'eau distillée froide. 

Après le rinçage, les sections ont été séchées rapidement sous un courant 

d'air. 	Les sections séchées ont alors été apposées sur un film 

d'autoradiographie avec des standards radioactifs pendant 3 à 4 semaines. 

avant le développement. Les régions d'intérêt ont été identifiées à l'aide de 

sections adjacentes colorées avec du crésyl violet ainsi qu'à l'aide d'un atlas 

des régions cérébrales du rat (Paxinos, G. et Watson, C. 1982). La densité 

optique du film correspondant à ces régions d'intérêt, a été ensuite mesurée à 

l'aide d'un système d'analyse d'image et convertie en fmol/mg de tissu 

cérébral. 

1.5.8 	Expression du gène GLT1/EAAT2 

Suite à l'observation d'une augmentation de la liaison du 3H-D-aspartate ainsi 

que d'une hausse de la quantité de protéine GLT1/EAAT2 par Western chez 

les rats âgés ayant une APC, nous avons jugé nécessaire de vérifier s'il y avait 
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également une augmentation du niveau d'ARNm codant pour cette protéine. 

Dans ce but, nous avons effectué une amplification de l'ARNm codant pour le 

transporteur par la technique de la réaction en chaîne de la polymérase 

précédée d'une transcription reverse (RT-PCR). Pour ceci nous avons 

évidemment utilisé les mêmes échantillons de cortex dans lesquels nous 

avons noté l'augmentation de GLT1/EAAT2 et l'augmentation de liaison pour 

le 3H-D-aspartate. Étant donné la complexité et les coûts inhérents à ce 

dosage, seuls les groupes de rats âgés (APC et contrôles) ont été mesurés. 

L'ARN total a été extrait avec le réactif TRI (MRC Inc.) selon le protocole du 

manufacturier. Toute contamination par de l'ADN a été éliminée par l'addition 

de 100 U de DNAase 1 par 50 pu g d'ARN total à 37°C pendant 1h. L'ARN 

ainsi purifié a ensuite été extrait avec du phénol, précipité avec de l'éthanol et 

resuspendu dans de l'eau traitée avec du diéthylpyrocarbonate. Les 

échantillons d'ARNm ont été entreposés à -70°C jusqu'à leur utilisation. 

L'étude de l'expression du transporteur GLT1/EAAT2 a été réalisée par la 

technique du RT-PCR La 13—actine a été utilisée comme contrôle interne afin 

d'évaluer les variations issues du chargement sur le gel. L'ARN total (1 kg) a 

été mélangé avec 10 mM de Tris-HCI (pH 8.3), 1.5 mM MgC12, 50 mM KCI, 

0.01°/0(p/v) d'albumine sérique bovine, 100 ìM dNTPs, des ammorces à 

1 µM chacun, de la AMV reverse transcriptase (80 U/ml), de la Taq DNA 

polymerase (20 U/ml) et 50 ei/m1 [a32P]dCTP (3000 Ci/mM), pour un 

volume total de réaction de 50 pl. Initialement, cette solution a été chauffée à 

50°C pendant 15 min puis suivie par un PCR à 95°C pendant 30 sec, 60°C 

pendant 1 min et 72°C pendant 1 min. 	Les conditions optimales 

d'amplification ont été déterminées suite à une étude cinétique afin de 

s'assurer que toute l'expérience a été réalisée dans la phase exponentielle de 
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la réaction d'amplification dans laquelle la quantité de produits de la réaction 

de PCR phase of amplification restent proportionnels à la quantité initiale 

d'ARNm. La p—Actine et le GLT-1/EAAT2 ont été amplifiés pendant 18 cycles 

et 19 cycles, respectivement. Après l'amplification, les échantillons ont subi 

une électrophorèse sur un gel de polyacrylamide (8%), ont été séchés et ont 

été apposés sur un film d'autoradiographie à -70°C avec un écran 

d'intensification. Chacune des bandes a été excisée et la radiation de 

Cerenkov a été mesurée à l'aide d'un compteur-P. Les ammorces 

d'oligonucléotides (Sheldon Biotechnology Center, McGill University) ont été 

construites à l'aide du logiciel PRIME (Genetic Computer Group, Wisconsin) 

sur la base des numéros d'accès de la banque GeneBank suivant: P—actine: 

V01217 (Nudel, U. et aL 1983) et GLT-1: X67857 (Storck, T. et al. 1992). Les 

séquences sens et anti-sens des amorces étaient: CATCCCCCAAAGTTCTAC 

et CCAAAGCCTTCATACATC (P—actine, 347bp); TACAGCCCTTTACGAAGCC 

et TGATAGACAATCCCAGCCC (GLT-1, 285bp). La spécificité des ammorces 

d'oligonucléotides a été vérifiée à l'aide du logiciel BLASTN (National Center 

for Biotechnology Information, Bethesda, MD). 

1.5.9 	Chromatographie liquide sous haute pression 

Comme nous avions déjà observé des changements au niveau des sites de 

capture du Glu chez les animaux âgés ayant une APC, nous nous sommes 

demandé quels étaient les niveaux tissulaires des principaux acides aminés 

reliés au métabolisme de l'ammoniaque et à la neurotransmission. Nous 

avons choisi la chromatographie liquide sous haute pression par ce qu'elle est 

simple et qu'elle permet de mesurer presque tous les acides aminés en même 

temps dans un même échantillon. À la suite des autres études déjà 
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mentionnées, la quantité de cortex cérébral disponible est devenue de plus en 

plus réduite, il était impératif d'effectuer des mesures ne nécessitant pas 

beaucoup de tissus. À cet égard, la chromatographie liquide sous haute 

pression représente une solution quasi parfaite. Les échantillons provenant 

de minuscules morceaux de cortex pouvant être dilués, permettant ainsi des 

mesures en triplicata. 

Les échantillons corticaux congelés ont été passés au sonicateur dans 400 pi 

de tampon au phosphate de potassium (50 mM pH 7.4) comme il a déjà été 

décrit (Lavoie, J. et al. 1987). 10111 de cette solution fut conservée pour le 

dosage des protéines. Puis, 100 µI d'acide perchlorique 50% (v/v) fut ajouté 

au restant de la solution, passée au vortex immédiatement et centrifugée à 

28 000 g pendant 10 min. Ensuite, 1 ml de of cold diéthyléther (DEE) saturé 

d'eau a été ajouté au surnageant et passé au vortex. Une fois les deux 

phases séparées, le DEE surnageant a été jeté et cette étape de lavage a été 

répétée une seconde fois. La solution restante fut diluée 1/275 et 1 µ.1 de 

cette solution a été mélangée a 1 	de norvaline 0.3 mM, comme standard 

interne, puis la réaction avec le fluorochrome (OPA) a été initiée dans un 

volume total de 28 µI. Exactement 60 sec plus tard, la réaction a été stoppée 

par l'ajout de 20 ul de HCI (0.5 M). 20 pl de cette solution a été injectée 

dans la colonne de chromatographie (C18 Pecosphere, Perkin Elmer) 

exactement 2 min. après le début de la réaction avec l'OPA. L'aire sous la 

courbe des pics correspondants à chacun des acides aminés a été calculée à 

l'aide d'un intégrateur programmable (Perkin Elmer LC-100). 	Le 

chromatogramme fut réalisé grâce à un gradient linéaire entre du méthanol et 

un tampon de phosphate de sodium (50 mM, pH 5.25, avec du 

tétrahydrofurane (THF) 2%), comme décrit dans la littérature (Lavoie, J. et al. 

1987). Ce gradient fait passer le méthanol de 25% jusqu'à 50% en 35 min., 
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puis reste à 50% de méthanol pendant 20 min. 	La colonne de 

chromatographie fut alors rincée avec une solution de 25% methano1/75°/0 

tampon pendant 5 min. puis rééquilibrée avec une solution de 25% 

methano1/75`)/0 tampon pour 3 min. additionnelles avant d'être réutilisée. La 

concentration des acides aminés a été calculée à partir de l'aire sous la 

courbe de chacun des pics d'acides aminés à l'aide d'une courbe standard et 

du standard interne (norvaline). 



CHAPITRE 2: RÉSULTATS 

2.1 MODIFICATIONS COMPORTEMENTALES 

Nous avons noté chez les rats ayant subi une APC, tant jeunes que vieux, les 

mêmes baisses d'activité spontanée nocturne (Figure 2.1) qui ont été 

amplement décrites chez ce modèle animal (Herz, R. et aL 1972; Therrien, G. 

et al. 1995; Zee, P.C. et al. 1991). Par contre, chez les animaux âgés ayant 

une APC, nous avons également observé une baisse significative de l'activité 

ambulatoire spontanée diurne, cette période correspondant à leur période 

normale de sommeil (Figure 2.1). Cette baisse d'activité ambulatoire 

spontanée diurne chez les vieux rats suite à l'APC s'installe en moins d'une 

semaine et persiste jusqu'à trois semaines après l'APC. De la même manière, 

la baisse d'activité ambulatoire nocturne observée tant chez les jeunes rats 

adultes que les vieux suite à l'APC, s'installe rapidement et se maintient 

jusqu'à trois semaines après la chirurgie. Il est probable que ceci représente 

une plus grande altération de leurs cycles d'éveil et de sommeil, elle-même le 

reflet d'une plus grande vulnérabilité de ces animaux âgés aux effets de l'APC. 

Une réduction de la durée totale du sommeil a déjà été décrite chez ce modèle 

animal (Beaubernard, C. et aL 1980; Lantin, N. et al. 1979; Monmaur, P. et al. 

1976) ainsi que chez l'humain (Córdoba, J. et al. 1998). Toutefois, aucune 

étude ne fait état d'un effet de l'âge sur les modifications des cycles d'éveil et 

de sommeil dans le contexte de l'EPS. 
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Figure 2.1 	Période d'activité ambulatoire spontanée des rats contrôles 
(colonnes vides) et des rats avec une APC (colonnes pleines) 
jeunes (à gauche) et vieux (à droite). Les données 72 h, 
1 semaine et 3 semaines après l'opération sont représentées en 
haut, au milieu et en bas, respectivement. Les valeurs sont 
exprimées en secondes de mouvements ambulatoires spontanés 
par tranche de12 h, les barres d'erreurs correspondent à l'erreur 
type. Les valeurs significativement différentes du groupe ayant 
subi une fausse opération à l'intérieur d'un même groupe d'âge 
sont indiquées par *p<0.05 et "p<0.001 par analyse de variance 
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Des études ont déjà démontré que chez les rats ayant une APC, il y a une 

réduction de l'activité ambulatoire et exploratrice concomitante avec 

l'apparition d'une astrocytose Alzheimer de type II (Mariani, P. et al. 1996; 

Ribeiro, J. et al. 1992). Il est intéressant de noter que chez nos rats ayant une 

APC, une astrocytose Alzheimer de type II ne survient que chez les animaux 

âgés et que dans ce même groupe on discerne une réduction de l'activité 

ambulatoire spontanée diurne. 
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2.2 	Article 1 
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ABSTRACT 

Treatment of portal hypertension by portal decompressive surgery or 

transjugular intrahepatic portosystemic stent shunt (TIPS) results in new or 

worsening episodes of portal-systemic encephalopathy, particularly in older 

patients. As part of a series of studies to elucidate the pathophysiologic 

mechanisms responsible for the age-related increased portal-systemic 

encephalopathy following shunt surgery, local cerebral glucose utilization, a 

measure of regional brain functional activity, was assessed using the 14C-2-

deoxyglucose autoradiographic technique in 2 month-old (young adult) and 24 

month-old (old adult) rats following end-to-side portacaval anastomosis. 

Cerebral glucose utilization was decreased by 22% (p<0.05) in frontal cortex of 

2 month-old rats following portacaval anastomosis. More widespread 

alterations of glucose utilization, involving frontal and frontoparietal cortices, as 

well as thalamic structures were observed in the brains of 24 month-old rats 

following portacaval anastomosis despite blood ammonia concentrations of a 

comparable magnitude. Decreased cerebral glucose utilization in frontal and 

frontoparietal cortex of old adult rats following portacaval anastomosis 

probably results from decreased cerebral energy requirements as a 

consequence of neurotransmitter-related dysfunction. The greater 

susceptibility of aging brain to the deleterious effects of portacaval 

anastomosis is consistent with the higher incidence of encephalopathy in older 

cirrhotic patients following portacaval anastomosis or TIPS. 
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INTRODUCTION 

Portal hypertension is a major cause of morbidity and mortality in cirrhotic 

patients (Gines et aL, 1987). Consequences of portal hypertension include 

ascites and esophageal varices which may result in life-threatening 

hemorrhage. Treatment of these conditions includes portal decompressive 

surgery either by creation of a portacaval shunt or, more recently, a 

transjugular intrahepatic portosystemic stent shunt (TIPS). Unfortunately, both 

procedures are complicated by the development of new (or worsening) 

episodes of hepatic encephalopathy in up to 40% of cases (Gines et al., 1987; 

Mutchnick et al., 1974; Rôssle et al., 1994; Sanyal et al., 1994). Several 

predictive factors have been identified for the development of encephalopathy 

in patients with TIPS. 	These predictors include a prior history of 

encephalopathy, large diameter of the shunt and advanced age of the patient 

(Reissle et al., 1994; Shiffman et al., 1995; Somberg et al., 1995). ln a recent 

study, 15 out of 23 patients (40%) over the age of 60 years developed clinically 

significant encephalopathy following TIPS (Rôssle et al., 1994). 

As part of a series of studies to elucidate the underlying mechanisms 

responsible for the increased incidence of encephalopathy following portal-

systemic shunting in older individuals, end-to-side portacaval anastomoses 

were created in groups of 2 month-old (young adult) and 24 month-old (old 

adult) male rats. Evaluations were made of the effect of portacaval 

anastomosis (PCA) on local cerebral glucose utilization (LCGU), using 14C-2-

deoxyglucose autoradiography, an established method for the study of 

regional brain metabolism (Sokoloff et al., 1977). Following PCA, old adult rats 

were found to manifest more widespread alterations in LCGU compared to 

their young adult counterparts. 
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MATERIALS and METHODS 

Surgical techniques 

Two groups of animais (n=5 each of 2 month-old and 24 month-old Sprague-

Dawley rats) were anesthetized with halothane by inhalation, and an end-to-

side portacaval anastomosis was performed according to the guidelines of Lee 

and Fisher (Lee and Fisher, 1961). Total surgery time was less than 15 min 

and overall mortality for shunted rats was <2%. Two additional groups of rats 

(n=5 each of 2 month-old and 24 month-old Sprague-Dawley rats, weight-

matched with the above groups) were similarly anesthetized, a laparotomy was 

performed, and the inferior vena cava and portal vein were clamped for 15 min 

(sham-operated controls). All portacaval shunts were verified by retrograde 

injection of saline into the inferior vena cava at the time of killing and were 

found to be patent. 

Determination of LCGU 

LCGU was measured using the 14C-deoxyglucose autoradiographic method of 

Sokoloff et al. (1977). Four weeks post-surgery, rats were anesthetized with 

halothane and two PE-50 catheters were inserted in the inferior vena cava and 

the dorsal aorta, as previously described (Sokoloff et al., 1977). 

A bolus injection of 25 µCi/Kg [1-14C]-2-deoxy-D-glucose was administered via 

the venous catheter and immediately flushed by 500 µI of saline. To determine 

the peak concentration and clearance curve of radioisotope, radioactivity was 

determined in samples of plasma. Arterial blood glucose concentrations were 
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measured by the glucose oxidase method (Schmidt, 1961). 

Forty five minutes after injection of the radioisotope, rats were decapitated and 

neck blood was collected into heparinized tubes and centrifuged for ammonia 

determination using the cation exchange resin technique (Forman, 1964). 

Brains were removed and quickly frozen in isopentane at -40°C. Brains were 

sectioned using a cryostat in 20 p.m sections which were thaw-mounted on 

gelatin-coated glass cover slips and then dried on a hotplate at 55°C. The 

sections were exposed to autoradiographic film for two weeks together with 

calibrated [14C]-m ethylmethacrylate standards. Optical densities were 

measured with an imaging system and LCGU was calculated using the 

operational equation, the lumped constant, and the rate constant for gray and 

white matter as previously described (Sokoloff et al., 1977). Regions of interest 

were localized with the help of adjacent sections stained with cresyl violet 

(Nissl stain) in accordance with an established rat brain atlas (Paxinos and 

Watson, 1982). 

Statistical analysis 

For each brain region, LCGU was compared for the two variables (age and 

portacaval shunting) using a two way analysis of covariance (ANCOVAR) with 

the average LCGU for all regions sampled in each rat used as a covariable. 

For two by two intergroup comparisons a Fisher least significant difference 

(LSD) post hoc test was performed. A two way ANOVA was used for 

physiological parameters with the LSD post hoc test. 
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RESULTS 

Physiological data for young (2 month old) and old (24 month old) adult rats 

following end-to-side portacaval anastomosis or sham operation are shown in 

Table 2.1. 

Table 2.1. Physiological data of 2- and 24-month old rats four weeks after 

portacaval anastomosis or sham operation 

Parameter 

Young 

Sham 	Shunt Sham 

Old 

Shunt 

Body weight (g) 419± 23 295± 23* 711+ 23tt 533+ 23*tt 

Liver weight (g) 14.6± 0.9 6.3± 0.9* 21.5+ 0.9tt 7.7± 0.9* 

Arterial pressure (mmHg) 109± 3 91± 3* 122+ 3tt 96+ 3* 

Glucose (mg/dl) 208± 13 162± 13*t 124+ 13ft 122± 13 

Ammonia (ptg/d1) 147.0± 12.3 309.7± 32.4* 159.3± 18.4 334.1± 32.6* 

PCO2  (mmHg) 39.0± 0.9 36.3+ 0.9* 35.0+ 0.9t 34.2± 0.9 

P02 (mmHg) 100.3± 4.7 120.6± 4.7* 90.7± 4.7 103.0+ 4.7*tt 

Values are mean ± S.E. of duplicate determinations from 5 animals per treatment group. 

Significant differences between portacaval shunted (shunt) and sham-operated controls (sham) 

values within the same age group are indicated by *p<0.05. Significant difference between 

young and old rats indicated by tp<0.05, ttp<0.01 by analysis of variance with post hoc LSD 

test. 

Following portacaval anastomosis, both young and old rats lost a significant 

amount of body weight for up to 15 days post surgery. However, weight gain 

curves in portacaval-shunted rats 3 weeks post surgery were similar to those of 
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sham-operated controls. Significant liver atrophy, of an equivalent magnitude, 

was observed following portacaval anastomosis in both young and old rats. 

The portacaval shunting procedure had a statistically significant effect on mean 

arterial pressure and P02 in both young and old rats and a significant effect on 

PCO2 in young animais. However, the changes were modest (<20%) and 

unlikely to be of major pathophysiological significance. Blood annmonia 

concentrations were increased by approximately 60% (p<0.05) in both young 

and old rats following portacaval anastomosis, confirming previous findings in 

young adult animais (Girard et aL, 1993). Blood glucose concentrations were 

reduced by up to 20% (p<0.05) in young adult rats following portacaval 

anastomosis but were unchanged in old animais. Similar findings of reduced 

blood glucose were previously reported following portacaval anastomosis in 

young adult rats (Cruz and Duffy, 1983). Changes of blood glucose of this 

magnitude do not affect the "Iumped constant" required for the determination of 

LCGU (Sokoloff et al., 1977). 

LCGU 

LCGU in brain regions from young and old adult rats 4 weeks following 

portacaval anastomosis or sham operation are shown in Table 2.2 and in 

Figure 2.2. 
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Table 2.2 Local cerebral glucose utilization (LCGU) following portacaval 

anastomosis in young versus old adult male rats 

Brain region 
Young 

Sham 	Shunt 
(n=5) 	(n=5) 

Sham 
(n=5) 

Old 
Shunt 
(n=5) 

Cerebral cortex 

Frontal 119.7± 5.3 96.7±4.6* 121.9± 4.7 107.9± 4.7* 

Anterior cingulate 121.9±11.1 114.0± 9.5 144.8± 9.9 140.1± 9.9 

Fronto-parietal 132.9± 7.0 118.3± 6.0 139.1± 6.2 119.8± 6.2* 

Posterior cingulate 137.3± 9.9 134.9± 8.5 139.9± 8.8 143.4± 8.8 

Hippocampus 

CA1 85.2± 4.1 74.2± 3.5 91.2± 3.7 97.4± 3.7 

CA2 92.5± 3.5 85.3+ 3.0 88.8± 3.1 88.3+ 3.1 

CA3 88.1± 4.7 82.5± 4.0 92.8± 4.2 88.5± 4.2 

Dentate gyrus 75.6+ 3.4 74.8± 2.9 73.2± 3.0 74.6± 3.0 

Thalamus 134.2± 4.1 137.3± 3.5 129.5± 3.6 141.0± 3.6* 

Pons 

Pontine nuclei 78.4 ± 4.2 82.7± 3.6 69.8 + 3.8 71.4± 3.8 

Med. superior olive 146.4±14.0 161.9±10.0 105 .3±10 .5 109 .0±10 .5 

Inferior olive 93.7± 9.1 105.6+ 6.6 89.7± 6.9 90.7± 6.9 

Midbrain Reticular formation 

Rostral 76.4± 4.4 80.6± 3.7 72.1± 3.9 79.5± 3.9 

Caudal 62.1+ 6.6 79.4± 5.7 70.0± 5.9 76.9 ± 5.9 

Values are expressed as gmol/100 g/min and represent the mean ± S.E. for each region of 5 rats 

per treatment group. Values significantly different from the corresponding sham-operated 

control values indicated by *p<0.05 by Analysis of Covariance. 
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Figure 2.2 Representative 14C-2-deoxyglucose autoradiograms and Nissl 
stain (sham) from mid-sagittal sections of brains of young and old 
adult rats following portacaval anastomosis or sham operation. 
Note more extensive decreases in glucose utilization throughout 
frontal and frontoparietal cortices and concomitant increase in 
thalamus of old adult animais following portacaval anastomosis. 
Fr=frontal cortex; FrPa=frontoparietal cortex; CAt CA2  and CA3  
regions of hippocampus; Dg=dentate gyrus; Th=thalamus; 
Acb=accumbens; Rf rost=reticular formation (rostral); Rf 
caud=reticular formation (caudal); Pn=pontine nuclei; lo=inferior 
olive. 
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PCA in both young and •old rats resuited in decreased LCGU in most cerebral 

cortical and hippocampal structures. Decreases ranged from 1 to 22% and 

were statistically significant in frontal cortex of young adult rats and in both 

frontal (p<0.05) and frontoparietal cortex (p<0.05) of oid adult animais 

following PCA (Figure 2.2, Table 2.2). ln contrast to cerebral cortical and 

hippocampal structures, thalamic and pontine regions manifested increased 

LCGU following PCA. ln the case of old rats following PCA, increased LCGU 

values in thalamus reached statistically significance (p<0.05). 

DISCUSSION 

Results of the present study reveal that PCA results in more widespread 

alterations of LCGU in old compared to young rats. Whereas LCGU changes 

in young adult rats following PCA were confined to frontal cortex, such 

changes in old animais extended through frontal and frontoparietal cortex and 

thalamus. Data from the present study reveal a redistribution of nnetabolism 

from cortical and hippocampal regions to subcortical (thalamic) structures. 

Evidence for a similar redistribution of cerebral blood flow and metabolism has 

previously been reported in patients with liver disease and mild 

encephalopathy (Lockwood et al., 1991b). Since LCGU is closeiy coupled to 

local functional activity in the brain, the more widespread alterations of LCGU 

in old versus young rats, in the present study, suggests more widespread 

derangements of cerebral function following PCA in these animais. 

The more widespread changes in LCGU in old rats following portacaval 

anastomosis could result theoretically from the decreased blood glucose in 

these animais and consequently, alterations in the value of "the lumped 
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constant" used in the calculation of LCGU using the 14C-2-deoxyglucose 

autoradiographic method (Sokoloff et al., 1977). However, this is unlikely 

since (i) blood glucose concentrations in old adult rats following sham 

operation are reduced by a comparable magnitude to those of portacaval-

shunted animals and (ii) previous studies using the 14C-2-deoxyglucose 

technique revealed no changes in the value of the lumped constant in young 

adult rats up to 12 weeks following portacaval anastomosis despite a 40% 

decrease in blood glucose (Cruz and Dienel, 1994; Cruz and Duffy, 1983). 

Thus, the significant alterations of LCGU in frontal cortex, frontoparietal cortex 

and thalamus of old rats following portacaval anastomosis most likely reflect 

altered cerebral metabolism in these brain areas. Rats with portacaval shunts 

manifest a spectrum of neurological symptoms including altered circadian 

rhythms (Coy et aL, 1992), day-night activity patterns (Therrien et al., 1995), 

reduced responsiveness to external stimuli (Cruz and Duffy, 1983) and 

abnormal reflexes (Giguère and Butterworth, 1984). Reductions of LCGU 

following PCA could be of pathophysiologic significance. The present finding 

of a 22% reduction in LCGU in frontal cortex of young adult rats following 

portacaval anastomosis is similar in magnitude to the 26% reduction in LCGU 

in cerebral cortex (Eklof et al., 1974) and the 20% reduction of cerebral cortical 

metabolic rate for oxygen (CMR02) reported by others (Nieto et al., 1980) in 

young adult rats following portacaval shunting. More generalized (20-30%) 

reductions in brain glucose utilization have also been reported following 

portacaval anastomosis using 14c-glucose rather than 14C-deoxyglucose 

(Mans et al., 1983). 

Whether the decrease in LCGU in frontal and frontoparietal cortices of old 

versus young adult rats following portacaval anastomosis is the consequence 

of ammonia toxicity is unclear. ln favour of such a possibility, a previous study 
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described selective reductions of LCGU in cerebral cortex of rats exposed to 

ammonia (Lockwood et aL, 1982). However, blood ammonia concentrations, 

in the present study, were increased following portacaval anastomosis by a 

comparable magnitude in both young and old rats. Furthernnore, in a previous 

study, no significant correlations were observed between LCGU changes and 

blood ammonia concentrations in rats up to 12 weeks following PCA (Cruz and 

Duffy, 1983). However, it has been demonstrated that aging per se results in 

increased brain ammonia concentrations (Kirzinger and Fonda, 1978). 

Additional increases of brain ammonia resulting from PCA in older animais 

therefore could result in potentially neurotoxic concentrations of ammonia 

which could, in turn, have adverse effects on neuronal excitability. Such 

effects include direct actions on excitatory (glutamatergic) neurotransmission 

(Fan et aL, 1990), effects on inhibitory neurotransmission via an action on 

chloride extrusion (Raabe, 1987) and, ultimately, by inhibition of a-

ketoglutarate dehydrogenase (Lai and Cooper, 1986), a deleterious effect on 

cerebral energy metabolism. Studies of brain ammonia accumulation and 

metabolism following PCA in young versus old rats will be required in order to 

further address its possible role in the pathogenesis of these changes. 

Recently we have demonstrated that PCA in the old rat leads to increased and 

more widespread expression of binding sites for the "peripheral-type" 

benzodiazepine receptor (PTBR) ligand 3H-PK11195 (Audet and Butterworth, 

1996). The PTBR is a receptor located on the mitochondrial membrane which 

has been implicated in oxidative metabolism and in neurosteroid synthesis in 

brain (Giesen-Crouse, 1993). Neurosteroids such as pregnenolone are potent 

agonists of the GABA-A receptor in brain and thus have the potential to 

increase neuroinhibition (Korneyev et aL, 1993). Hyperammonemia results in 

increased expression of PTBRs both in the presence (Giguère et aL, 1992) or 



107 

absence (Rao et aL, 1994) of liver disease as well as in cultured astrocytes 

exposed to ammonia (ltzhak and Norenberg, 1994). lncreased neurosteroid 

synthesis in brain mediated by increased expression of PTBRs and the 

ensuing increase in GABA-mediated inhibition offers one plausible 

explanation for the reduced LCGU in frontal and frontoparietal cortex of rats 

following PCA observed in the present study. 

Other mechanisms that could be invoked to explain the alterations of LCGU 

following PCA in old rats include modifications of inhibitory and excitatory 

neurotransmitter systems. Portacaval anastornosis in young adult rats results 

in significant alterations in cerebral cortical serotonin (Bergeron et aL, 1990) 

and dopamine (Bergeron et aL, 1995) synthesis and turnover, in glutamatergic 

synaptic dysregulation consisting of a loss of postsynaptic glutamate (NMDA) 

receptors (Peterson et aL, 1990), increased extracellular aspartate (Rao et aL, 

1995) as well as modifications of opioid receptors (De Waele et al., 1996). 

Modifications of these systems could result in an imbalance between, for 

example, excitatory and inhibitory inputs to cerebral cortex, resulting in 

increased cortical inhibition, in reduced energy requirements and 

consequently, diminished fuel (glucose) requirements and, hence, decreased 

LCGU. Further studies are required in order to establish if excitatory or 

inhibitory neurotransmitter changes are more pronounced or more widespread 

in the brains of old versus young animals following PCA. 

Patients with chronic liver disease and mild PSE manifest significant 

decreases of LCGU as measured using Positron Emission Tomography (PET) 

and 18F-fluorodeoxyglucose as ligand (Lockwood et al., 1993). ln these 

studies, reductions of LCGU were apparent in cerebral cortical areas including 

those centers that mediate attention, target analysis and response formulation 
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and it was suggested that such changes could explain the deficit in 

neuropsychologic test scores frequently observed in patients with chronic liver 

disease (Pomier Layrargues et al., 1991; Tarter et ah, 1984). Furthernnore, PET 

studies using 150-H20 (Lockwood et al., 1991a) as well as Single Photon 

Emission Computed Tomography (SPECT) (O'Carroll et al., 1991) reveal 

significant reductions of cerebral blood flow (CBF) in cerebral cortex of patients 

with chronic liver disease. ln the case of the SPECT studies, the degree of 

cognitive impairment was directly correlated with functional abnornnalities in 

basal ganglia and limbic cortex (O'Carroll et al., 1991). No studies, however, 

have assessed the effect of age on LCGU or CBF in patients with chronic liver 

disease. Age per se did not significantly affect LCGU in cerebral cortical or 

thalamic structures of sham-operated control rats in the present study. 

Similarly, other studies have demonstrated no significant reductions of LCGU 

in frontal cortex of rats up to 36 months of age (Smith et al., 1980). Thus the 

findings, in the present study, of more widespread reductions in LCGU 

following portacaval anastomosis in old versus young adult rats are probably 

the consequence of the portacaval shunt procedure rather than of aging per 

se. Reductions of LCGU in frontal and frontoparietal cortices of old rats 

following portacaval anastomosis was accompanied by a small but significant 

rise in LCGU in thalamus. lnterestingly, a similar increase of LCGU (Lockwood 

et al., 1993) and CBF (Lockwood et al., 1991a) were previously reported in 

thalamic structures of patients with chronic liver disease where it was 

suggested that this increase could represent a compensatory effect resulting 

from increased thalamic neuronal activity (Lockwood et al., 1993). The 

thalamus plays a pivotai role in sensory and motor control, providing sensory 

inputs to cerebral cortex. Reductions in LCGU in cortex together with 

increases in thalamus suggests that PCA in the old rat may result in 
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modifications of thalamocortical function. 

ln summary, results of the present study reveal more widespread changes in 

cerebral glucose utilization following portacaval anastomosis in old adult 

versus young adult rats. These age-related changes following portacaval 

shunting were not the result of greater increases of blood ammonia 

concentrations in these animais. However, relatively greater increases of brain 

ammonia and the consequent deleterious effect on neuronal excitability and 

cerebral energy metabolism could be implicated. Diminished LCGU following 

PCA could also result from decreased brain energy requirements and 

increased inhibition as a consequence of neurotransmitter imbalance. These 

findings of greater susceptibility of cerebral function in the aging brain to the 

deleterious effects of PCA is consistent with the higher incidence of 

encephalopathy in older cirrhotic patients following PCA or TIPS. 
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ABSTRACT 

Hepatic Encephalopathy (HE) remains a major neuropsychiatric complication 

of portal decompressive surgery or transjugular intrahepatic portosystemic 

stent shunt (TIPS) in humans with chronic liver disease. 	Post-TIPS 

encephalopathy is particularly prevalent in older patients. As part of a series of 

studies to elucidate the neurobiological mechanisms responsible for the 

increased prevalence of cerebral dysfunction in older individuals following 

portal decompressive surgery, the effects of end-to-side portacaval 

anastomosis (PCA) on the binding of 3H-PK11195, a specific antagonist ligand 

for the "peripheral-type" benzodiazepine receptor was evaluated in brain 

regions of 3-month old (young adult) and 25-month old (old adult) rats. 

Autoradiographic measurements of the density of binding sites for 3H-PK11195 

revealed a significant increase in the PCA group compared to the control 

group for all brain regions sampled (p<0.001). Significantly greater increases 

were observed in old versus young adult rats following PCA (p<0.001); the 

largest increase was in fronto-parietal (205% increase) and frontal (102% 

increase) cortices respectively. Alzheimer type-II astrocytosis, the histological 

hallmark of HE, appeared in old adult rats following PCA. However, there were 

no significant changes in blood ammonia levels in either age groups of PCA 

animais, suggesting a greater vulnerability of astrocytic mitochondria in older 

rats to comparable increases of arnmonia. Given the established role of the 

"peripheral-type" benzodiazepine receptor in central nervous system 

excitability and function, the greater increase in ligand binding sites of this 

receptor in old versus young animals following portacaval anastomosis could 

explain the high prevalence of encephalopathy in old adult animais following 

PCA. Sinnilar mechanisms could be implicated in the pathogenesis of post-

TIPS encephalopathy in older cirrhotic patients. 



INTRODUCTION 

Ascites and esophageal varices leading to severe hemorrhage are the 

consequence of portal hypertension in chronic liver disease. These 

complications can now be successfully treated by a decompressive surgery or 

transjugular intrahepatic portosystemic stent shunt (TIPS). Unfortunately the 

TIPS procedure is complicated by the development of new or worsening 

episodes of hepatic encephalopathy (HE) in up to 40% of cases (Mutchnick et 

al. 1974; Gines et al. 1987; Rossle et al. 1994; Sanyal et al. 1994). Recent 

prospective studies have shown that the overall risk of post-TIPS 

encephalopathy is increased in patients with prior history of HE, a large 

diameter shunt and advanced age (Rossle et al. 1994; Shiffman et al. 1995; 

Somberg et al. 1995). Clinically significant encephalopathy has been 

described in 40% of patients over the age of 60 years following TIPS (Rossle et 

aL 1994). 

Two classes of benzodiazepine receptors, both of which are implicated in the 

control of central nervous system excitability, have been described in 

mammalian tissue: 1) the central-type receptor coupled to the GABAA receptor 

and a chloride channel, located on neurons, 2) the so-called "peripheral-type" 

benzodiazepine receptors (PTBR) first localized in peripheral organs such as 

heart, kidney, liver, testes , adrenals and later found in brain. These multimeric 

PTBRs are localized on mitochondria where they span both inner and outer 

membranes (McEnery et al. 1992), and in brain, they are predominantly 

astrocytic in localization (Bender and Hertz 1987). There is evidence that 

alterations of PTBR as well as their endogenous ligands are involved in the 

pathophysiology of chronic HE. Binding sites for 3H-PK11195, a highly 

selective ligand for the PTBR, have been reported to be increased following 
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portacaval anastomosis (PCA) in rats and in autopsied brain tissue from 

patients who died in hepatic coma (Lavoie et aL 1990; Giguère et al. 1992; 

Leong et al. 1994). Furthermore, concentrations of diazepam binding inhibitor 

(DBI) and its active metabolite octadecaneuropeptide (ODN), both putative 

endogenous ligands for PTBRs, have been shown to be increased in human 

HE (Rothstein et al. 1989) or following PCA in the rat (Butterworth et al. 1991). 

ln order to further elucidate the neurobiologic basis for the increased sensitivity 

of brain to portal-systemic shunting, the effect of portacaval anastomosis on 

astrocytic integrity and, in particular, on PTBR, was studied in 3 month-old 

(young adult) versus 25 month-old (old adult) rats. Cell counts were performed 

on cresyl violet and GFAP stained sections in all groups to evaluate the extent 

of astrocyte proliferation and the prevalence of Alzheimer type II astrocytosis. 

Binding sites for 3H-PK11195 were found to be significantly increased in older 

control animals compared to their younger counterparts. Furthermore, a 

significant increase was observed in the old (versus young) group following 

PCA in the majority of brain regions studied. 

MATERIALS AND METHODS 

Animal surgery 

All surgical procedures were conducted (and animais were cared for) in 

accordance with the 1984 Principles of the Guide for the Care and Use of 

Experimental Animais, Vol. 2 of the Canadian Council on Animal Gare, Ottawa. 

Groups of 2 month-old and 24 month-old male Sprague-Dawley rats (n=7 per 

group) were anesthetized with halothane, and an end-to-side portacaval 
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anastomosis was performed according to established guidelines (Lee and 

Fisher 1961). Briefly, rats underwent a laparotomy, the inferior vena cava and 

portal vein were isolated, the inferior vena cava was partially clamped 

(anastomosis clamp; Roboz Instruments) and an elliptical piece of vein, 

1.5 times the portal vein diameter, was removed. The portal vein was ligated, 

cut, and an end-to-side anastomosis was performed using 7-0 silk suture 

under a dissecting microscope. Total surgery time was less than 15 min. and 

overall mortality for shunted rats was <2%. Two additional groups of rats (n=7 

each of 2 month-old and 24 month-old Sprague-Dawley rats, weight-matched 

with the above groups) were similarly anesthetized, a laparotomy was 

performed, and the inferior vena cava and portal vein were clamped for 

15 min., these animais served as controls. Following surgery, all animais 

were kept under constant conditions of temperature, humidity and light cycles 

and were allowed free access to standard laboratory chow and water. All 

portacaval shunts were tested by retrograde injection of saline into the inferior 

vena cava at the time of killing and were found to be patent. 

Histology and immunohistochemistry 

Four weeks after surgery, the rats were decapitated, the brains were rapidly 

removed and frozen in liquid nitrogen. Neck blood was collected into 

heparinized tubes and centrifuged for ammonia determination using an ion-

exchange resin technique (Forman 1964). 20 [lm brain sections were then 

thaw-mounted onto gelatin-coated glass cover slips. For astroglial counts, 

cresyl violet stained astrocytes were counted in five randomly chosen cortical 

fields of 0.025 mm2/image from three different sections in the same animal. 

Cresyl violet sections were counted a second time in the same manner and 
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counts were averaged for each rat. Alzheimer type II astrocytes were counted 

in the same way as described above and defined as a large nucleus with 

marginated chromatin and a watery appearance as previously described 

(Norenberg 1977). All quantifications were done by an investigator who was 

unaware of the treatment groups. 

3H -PK11195 Autoradiography 

Slides were incubated 1 h. at 25°C in 170 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) 

containing 1 nM 3H-PK11195 (specific activity 85.0 Ci/mmol, New England 

Nuclear). For non-specific binding, adjacent sections were incubated in the 

same solution with the addition of 1 µM cold PK11195 (Research Biochemical 

Inc., Natick, MA). The incubation was terminated by rinsing 3 times in ice-cold 

buffer for 5 min. Sections were dipped briefly in cold distilled water and dried 

rapidly under a stream of air. Dried sections were exposed to HyperfilmTm for 

3 weeks at 4°C along with methyl-methacrylate radioactive standards 

(Amersham microscales). Regions of interest were localized with the help of 

adjacent sections stained with cresyl violet (Nissl stain) in accordance with an 

established rat brain atlas (Paxinos and Watson 1982). Optical density 

measurements were done with an imaging system (MCID, St-Catharines, Ont.). 

lmmunoblot analysis 

Cortical tissues were homogenized in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 

150 mM NaCI, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate), 

and a protease inhibitor mixture consisting of 1 mM EDTA, 0.1 µIVI pepstatin 

A, 1 µg/m1 leupeptin, 1 µg/m1 aprotinin and 100 µg/nnl phenylmethyl-sulfonyl 

fluoride. After centrifugation at 12,000 g for 15 min., 50 µg of protein extracts 
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were boiled for 5 min. in loading buffer (50 mM Tris-HCI (pH 6.8), 10 % 

glycerol, 2% SDS, 0.1 M dithiothreitol, 0.1% bromophenol blue). Proteins 

were resolved by 8% denaturing SDS-polyacrylamide gels along with rainbow 

molecular mass markers and transferred overnight to nitrocellulose filters. The 

membranes were blocked for 2 h at room temperature in Tris-buffered saline 

with 0.1% Tween 20 (TBST) containing 5% nonfat dry rnilk. The membrane 

was then incubated for 1 h with either anti-GS (0.25 p.g/m1) or anti-GFAP 

(0.05 lig/m1). 	The blots were subsequently probed with anti-mouse 

horseradish peroxidase-conjugated antiserum in the same buffer. After 

extensive washing with TBST, the peroxidase activity was detected by 

chemiluminescence using the ECL detection system (Amersham, Arlington 

Heights, IL). 

The density of immunoreactive bands was quantified with an imaging system 

(MCID, St-Catharines, Ont.) and expressed as relative optical density (ROD). 

Statistical analysis 

For each brain region studied, specific binding was compared for the two 

variables (age and portacaval shunting) using a two way analysis of variance 

(ANOVA) followed by a post hoc Tukey test. A two-way ANOVA was also used 

for physiological pararneters and cell counts, followed by a post hoc Tukey test. 
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RESULTS 

Effect of portacaval anastomosis on liver weight 

Both PCA groups (young and old) showed significant liver atrophy when 

compared to the control groups (Table 2.1). Blood ammonia levels in both 

groups of shunted animais (young and old) showed an equivalent increase of 

approximately 160% (p<0.05) compared to controls. These values showed 

good agreement with those previously reported in young portacaval-shunted 

rats (Girard et al. 1993). 

Table 2.3 Liver/body weight and blood ammonia concentrations in 3 month 

and 25 month-old rats four weeks after portacaval anastomosis (shunt) or 

sham operation. 

Pararneter  Sham 

Young 

Shunt % change Sham 

Old 

Shunt % chang 

Body weight (g) 421 ± 25 298 ± 19*  -29 % 705 ± 24t 527 + 23*tt -25 % 

Liver weight (g) 14.4 ± 0.9 6.1 ± 0.7*  -58 °./0 21.8± 1.1 t 8.0 ± 0.8*  -63 `Y. 

Ammonia (pig/d1) 140 + 20 380 ± 40*  +171 % 160 + 30 410 ± 40*  +156 % 

Values are mean ± S.E.M. from 7 animais per treatrnent group. Significant differences between 

portacaval shunted and sham-operated control values within the same age group are indicated 

by * p<0.05. Significant differences between young and old rats within the same treatment 

group (shunt or sham) indicated by tp<0.05 and -1-1-  p<0.001, by analysis of variance with Tukey 

post hoc test. 
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Histological findings 

Histopathological evaluation revealed no evidence of astrocytic proliferation in 

cortical sections of either PCA or control rats of either age group. 25 month-

old PCA rats had an average of 32.4 ± 2.8 astrocytes/field, 25 month-old 

controls had 31.3 ± 4.6 astrocytes/field, 3 month-old PCA rats had an 

average of 30.0 ± 3.9 astrocytes/field and 3 month-old controls had 

34.1 ± 4.3 astrocytes/field. 

Alzheimer type II astrocytes were found in 25 month-old PCA rats 

(12.8/field ± 3.4, p<0.05) and rarely in 25 month-old controls 

(2.1/field ± 1.7) (Figure 2.3). 	Few Alzheimer type II astrocytes were 

observed in 3 month-old PCA (2.9/field ± 1.4) and was virtually absent in 3 

month-old controls. 

3H-PK11195 Binding sites 

A significant increase of 3H-PK11195 binding sites was found in the old control 

group compared to the young control group in nucleus accumbens (127%), 

caudate/putamen (142%), frontal cortex (232%), frontoparietal cortex (160%), 

and thalamus (64%) (Table 2.4) 

PCA led to a significant increase in the density of 3H-PK11195 binding sites in 

all brain regions studied in both age groups, confirming previous findings in 

young adult animais (Leong et al. 1994; Rao et al. 1994). ln nucleus 

accumbens, PCA resulted in a 229% (p<0.01) increase in 3H-PK11195 

binding sites in young and a 125% (p<0.01) in the old rats (Table 2.2). 
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Figure 2.3 	Representative photomicrographs after cresyl violet staining for 
identification and counting of astrocytes in the frontal cortex. A: 
from a 3 month-old control rat B: from a 3 month-old rat with 
portacaval anastomosis C: from a 25 month-old control rat and 
D: from a 25 month-old rat with portacaval anastomosis. There is 
no apparent change in normal astrocytes (arrows) four weeks 
after portacaval anastomosis or with age. Alzheimer type II 
astrocytes can be seen (arrowheads) in the old rats and old 
controls. 	All photographs were taken at 500 X original 
magnification. 
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Table 2.4 Specific binding of 3H-PK11195 (fmol/mg tissue) in 3 month and 25 

month-old rats four weeks after portacaval anastomosis (shunt) or sham 

operation. 

Region Sham 

Young 

Shunt % change Sham 

Old 

Shunt % change 

Frontal cortex 7.4±1.5 23.8+3.5 221 % 24.6±5.5 48.0±6.9**ft 95% 

Frontoparietal cortex 6.1±2.0 19 .1±2 .4 213 % 15 .9±4 .1 58.0±7.5**t 265 % 

Thalamus 7.4±0.9 35.9±4.5** 385 % 12.1±2.7 55.6±6.3**tt 360 ')/0 

Accumbens 7.8±1.8 25.5±4.3* 227 % 17.6±4.6 39.6+4.9* 125 % 

Caudate/Putamen 6.7±3.6 18.6+4.5 178 `)/0 16.2±5.1 27.5±4.9 70 % 

Values are expressed as fmol/mg and represent the mean ± S.E.M. of three sections per rat from 

7 animais per treatment group. Significant differences between shunt and sham values within 

the same age group are indicated by * p<0.05, ** p<0.001. Significant difference between 

young and old rats within the same treatment group (shunt or sham) indicated by t p<0,05, and 

tt p<0.001 by analysis of variance with Tukey post-hoc test. 

Large increases were also found in the frontal cortex (220%, p<0.05 and 95%, 

p<0.05), in the fronto-parietal cortex (211°/o, p<0.05 and 265%, p<0.001 ) and 

the thalamus (384%, p<0.001 and 359%, p<0.001 )of young PCA versus old 

PCA rats respectively (Table 2.4). A similar trend was observed in the 

caudate putamen (Figure 2.4). 
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Figure 2.4 Representative 3H-PK11195 autoradiograms from mid-sagittal 
sections of brains of young and old adult rats following portacaval 
anastomosis or sham operation. 
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GFAP and GS immunoblot analysis 

No significant changes were noted for the expression of GFAP in the frontal 

cortex of all four groups (Figure 2.5). Similarly, no changes in cortical GS 

expression were observed in old controls and PCA rats (Figure 2.6). 

Sham 
	Shunt 	Sham 	Shunt 

young 	young 	Old 	Old 

75 
611.11.1111111* 50 

35 

Figure 2.5 	Western blot analysis of glial fibrillary acidic protein (GFAP) 
expression in cerebral cortex of old adult rats four weeks 
following portacaval anastomosis (455.3 ± 51.5 R.O.D.) or sham 
operation.(221.5 ± 48.7 R.O.D.). Each lane was loaded with 
50 pLg of protein and resolved on a 8% denaturing SDS-
polyacrylamide gel and transferred overnight to nitrocellulose 
filters. The membranes were blocked for 2 h. with Tris-buffered 
saline with 0.1% Tween 20 containing 5% nonfat dry milk and 
incubated with anti GFAP (0.05 µg/mi) then with anti-mouse 
horse radish peroxydase conjugated anti-serum and visualized 
using enhanced chemiluminescence. 
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Figure 2.6 Western blot analysis of glutamine synthetase (GS) expression in 
cerebral cortex of old adult rats four weeks following portacaval 
anastomosis. Each lane was loaded with 50 pi.g of protein and 
resolved on a 8% denaturing SDS-polyacrylamide gel and 
transferred overnight to nitrocellulose filters. The membranes 
were blocked for 2 h. with Tris-buffered saline with 0.1% 
Tween 20 containing 5% nonfat dry milk and incubated with anti 
GS (0.25 ii.g/m1) then with anti-mouse horseradish peroxidase-
conjugated antiserum and visualized using enhanced 
chemiluminescence. 

DISCUSSION 

Results of the present study reveal the appearance of Alzheimer type II 

astrocytosis in old PCA rats and show both age-dependent and PCA-

dependent increases of the binding of 3H-PK11195 to PTBRs in the rat brain. 

Alzheimer type 11 changes were observed in a third of cortical astrocytes of old 
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rats following PCA, whereas in young PCA animals they represented a 

significantly smaller portion of cortical astrocytes, suggesting an increased 

vulnerability of the aged brain to the deleterious effects of PCA. Binding site 

densities were increased two-fold in old versus young adult animals, and 

three-fold following PCA. However, no concomitant increases in the number of 

cortical astrocytes were observed as a function either of age or PCA, 

suggesting that PCA in both young and old adult animais results in increased 

PTBR sites per astrocyte. The finding of increased receptor sites in young 

adult rats following PCA confirms previous reports (Giguère et al. 1992; 

Desjardins et al. 1997; 1999). 

Alzheimer type II astrocytosis is considered the histological hallmark of HE 

and seems to be directly related to increased ammonia levels (Norenberg 

1977; Martin et al. 1987). This view is strengthened by the fact that Alzheimer 

type II astrocytes also appear in patients with normal hepatic function but 

elevated plasma levels of ammonia (Bruton et al. 1970; Lewis and Miller 1970; 

Boogerd et al. 1990). Severe Alzheimer type II astrocytosis appear in old PCA 

rats whereas mild changes occur in young PCA rats, although both of these 

groups had similar elevations of plasma ammonia levels. This could represent 

either an increased vulnerability of the aging brain to similar ammonia levels, 

or reflect increased cerebral ammonia concentrations observed with aging 

(Kirzinger and Fonda 1978; Rajeswari and Radha 1984). This could also 

explain the appearance of Alzheimer type II astrocytes in aged control 

animals, specially if the 60% (Kirzinger and Fonda 1978), or 95% (Rajeswari 

and Radha 1984) increase in ammonia concentrations observed in normal 

aging occurs preferentially in astrocytes. Further studies are required to 

evaluate cerebral ammonia levels in aged animals following PCA in order to 

address this possibility. 
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It has been shown that in the brain of cirrhotic patients (Lockwood et al. 1991) 

and PCA rats (Gjedde et al. 1978; Dejong et al. 1993) there is an increase in 

the uptake and metabolism of ammonia. Although plasma ammonia levels in 

aged PCA rats were similar to young PCA animais, the permeability of the 

blood brain barrier to ammonia, or its metabolism, might be changed in older 

animais. Reports of increased brain 3H-PK11195 binding in congenital 

hyperammonemic syndromes support the view that increases in these binding 

sites are most likely related to the astrocytic response to chronic 

hyperammonemia (Rao et al. 1993). Ammonia in cortical brain extracts from 

senescent mice was shown to be increased (Kirzinger and Fonda 1978; 

Rajeswari and Radha 1984) along with the ammonia detoxification product, 

glutamine (Kirzinger and Fonda 1978). PCA in 25 month-old rats resulted in 

more than a tvvo fold increase in glutamine compared to 3 month-old PCA 

(unpublished data), probably in response to increased brain ammonia levels. 

ln view of the generally held view that PTBR are highly localized on 

mitochondria (Krueger and Papadopoulos 1992), alterations of the binding 

sites for 3H-PK11195 could reflect mitochondrial changes seen both in normal 

aging (Wei et al. 1998) and following PCA (Norenberg 1977). 

The present finding of increased brain PTBRs in normal aging confirms 

previous reports. For example, an increase in binding of 3H-PK11195 was 

found in the parietal cortex of 22 month-old compared to 3 month-old Fisher 

rats (Benavides et al. 1990). ln an independent study, 3H-diazepam binding 

displaced by the PTBR agonist ligand Ro5-6669, was reportedly increased 3-

fold in the cerebellunn•  of 28 month-old Fisher 344 rats (Komiskey and 

MacFarlan 1983). Interestingly, an endogenous glial heme iron-mediated 

peroxidase activity was shown to increase with normal aging (Schipper 1991). 
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Since PTBRs have been implicated in the transport of heme into mitochondria 

(Taketani et al. 1995), these increases in heme and PTBRs with age might be 

related. Further studies are needed to determine if the increase in glial PTBR 

is associated with heme •accumulation in mitochondria of PCA rats. 

The transport of cholesterol, the rate limiting step in neurosteroid synthesis, 

from the outer to the inner mitochondrial membrane is enhanced by the 

activation of PTBRs by their endogenous ligand, diazepam binding inhibitor 

(DBI) (Papadopoulos and Brown 1995). Since most neurosteroids are potent 

agonists of the GABAA receptor (Majewska 1992), it has been proposed that 

increased expression of PTBRs and DBI in HE (Rothstein et al. 1989; 

Desjardins et al. 1997) could lead to increased GABAergic tone and thus 

explain the reduced levels of consciousness observed in this disorder (Sanyal 

et aL 1994). Further studies are required to asses the effects of PCA on 

neurosteroid-associated GABAA receptor function in order to evaluate this 

possibility. 

Increasing evidence suggests that manganese accumulation in brain of 

cirrhotic patients could contribute to the pathogenesis of HE. lndeed, 

manganese has been shown to increase in globus pallidus of cirrhotic patients 

who died in hepatic coma (Pomier Layrargues et al. 1995), and in PCA rats 

(Rose et al. 1999). Serum concentrations of this metal are increased in 

cirrhotic patients who manifest pallidal T1-weighted Magnetic Resonance 

Imaging (MRI) signal hyperintensities (Spahr et al. 1996), a feature present in 

80% of cirrhotic patients (Kulisevsky et al. 1992). Furthermore, recent findings 

in astrocytic cultures suggest that manganese up-regulates 3H-PK11195 

binding sites by a process not involving changes in transcription (Hazell et al. 

1999). Moreover, brain manganese levels have been shown to be higher in 6 
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month-old than 3 month-old rats (Takeda et aL 1996). Higher manganese 

concentration could therefore contribute to the greater vulnerability of the aging 

brain to portal-systemic shunting via a mechanism involving activation of 

PTBRs. 

Astrocytic changes observed here in old PCA rats, namely appearance of 

Alzheimer type II astrocytes and increased 3H-PK11195 binding, are not the 

result of global changes in protein synthesis in astrocytes. This is evidenced 

by the fact that GFAP and GS, two exclusively astrocytic proteins, are not 

altered in old PCA rats suggesting specific mechanisms of actions of toxins. 

The morphological alterations of astrocytes in aged rats following PCA could 

be the result of functional changes underlying an increased susceptibility of old 

animais to the effects of PCA. 

ln summary, results of the present study reveal significant increases in binding 

sites for the astrocytic PTBR ligand 3H-PK11195 following PCA in old versus 

young adult rats in nucleus accumbens, frontal cortex, frontoparietal cortex and 

thalamus. Severe Alzheimer type II astrocytosis appeared in the frontal cortex 

of old rats following PCA, whereas only small such changes could be observed 

in young PCA rats. These age-related changes were not the result of greater 

increases of blood ammonia concentrations in these animais, nor of astrocyte 

proliferation. ln view of the role of PTBRs in the control of central nervous 

system excitability, these results are consistent with previous reports of a more 

widespread metabolic deficit in the brains of older rats following PCA (Audet 

and Butterworth 1998). Similar mechanisms could be involved in the higher 

incidence of encephalopathy in older cirrhotic patients following TIPS. 
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ABSTRACT 

Hepatic Encephalopathy (HE) is a major neuropsychiatric complication of 

portacaval anastomosis (PCA) or transjugular intrahepatic portacaval shunt 

(TIPS) in humans with chronic liver disease. Post-TIPS encephalopathy is 

particularly prevalent in older patients. As part of a series of studies to 

elucidate the neurobiological mechanisms responsible for the increased 

prevalence of encephalopathy in older individuals, the effect of portacaval 

anastomosis on the uptake sites for glutamate, ionotropic glutamate receptors 

and amino acid concentrations in brain tissue were evaluated in frontal cortex 

of 3-month old rats (young adult) and in 25-month old rats (old adult). There 

was no increase in the binding of [3H}ID-Aspartate, a selective ligand for 

glutamate uptake sites, in 3-month old rats but a significant (p<0.05) increase 

was observed in 25-month old rats following PCA. Moreover, PCA in the older 

group resulted in a significant increase in glutamate transporter protein (GLT-

1) in cerebral cortex (p<0.01). However, no changes were noted in the steady 

state level of GLT-1 mRNA suggesting that a post-transcriptional mechanism is 

implicated in the increase at the protein level. No significant changes were 

noted in [3k1]-AMPA or [31-1]-MK801 binding following PCA in both age groups. 

There was no significant change in blood amnnonia levels between young and 

old animais following PCA, suggesting a greater vulnerability of CNS function 

to PCA in older animais to the same levels of ammonia. Reduced neuronal 

excitability following increased glutamate uptake could explain the higher 

prevalence of HE in older animais. 
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INTRODUCTION 

Chronic liver disease is often followed by portal hypertension and 

consequently ascites and esophageal varices, which may result in severe 

hemorrhage. These complications are now successfully treated by 

decompressive surgery or intrahepatic portosystemic stent shunt (TIPS). A 

deplorable consequence of this procedure is the development of new or 

worsening episodes of hepatic encephalopathy (HE) in up to 40% of cases 

(Gines, P. et al. 1987; Mutchnick, M.G. et al. 1974; Rôssle, M. et al. 1994; 

Sanyal, A.J. et al. 1994). ln the chronic form, HE develops slowly starting with 

personality changes, altered sleep patterns, shortened attention span, 

muscular incoordination and asterixis, progressing to stupor and coma. The 

overall risk of post-TIPS encephalopathy is increased in patients with prior 

history of HE, a large diameter shunt and advanced age (Rôssle, M. et al. 

1994; Shiffman, M.L. et al. 1995; Somberg, K.A. et al. 1995). Among patients 

treated with TIPS, those who develop new or worsening episodes of HE are 

significantly older than those who do not (64±8 versus 54±12 years, p<0.05) 

(Rôssle, M. et al. 1994). Multivariate analysis confirmed that age is one of the 

few independent predicting factors for HE in humans following TIPS (Cabrera, 

J. et al. 1996; García-Villarreal, L. et al. 1999). 

Although the pathophysiologic mechanisms implicated in HE are incompletely 

understood, there is a growing body of evidence to suggest alterations of the 

glutamatergic neurotransmission system induced by the high brain ammonia 

levels observed in this syndrome (for review, see Chan, H. and Butterworth, 

R.F. 1999; Hazell, A.S. and Butterworth, R.F. 1999; Norenberg, M.D. 1998). 

The brain being devoid of a functional urea cycle, in order to detoxify brain 

ammonia it must rely on the formation of glutamine from glutamate and 
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ammonia. This reaction is believed to takes place almost exclusively in 

astrocytes where the enzyme glutamine synthetase is uniquely expressed 

(Martinez-Hernandez, A. et al. 1977; Shank, R.P. et al. 1993). ln normal 

physiological conditions this is an important component of the glutamate-

glutamine cycle that recycles the neurotransmitter glutamate uptaken by the 

astrocyte into glutamine for shuttling back to neurons. Consistent with this 

exposure of brain to increased concentrations of blood-borne ammonia, CSF 

and brain glutamine levels are elevated in rats and humans with HE (Giguère, 

J.F. and Butterworth, R.F. 1984; Lavoie, J. et al. 1987). 

Not only can chronic exposure to ammonia interfere with glutamate and 

glutamine metabolism, but recent data show that it can also exert a deleterious 

effect on other constituents of the glutamatergic system including NMDA 

receptors (Peterson, C. et al. 1990), as well as AMPA and kainate (Maddison, 

J.E. et al. 1991; Maddison, J.E. et al. 1992) receptors and glutamate uptake 

sites (Suàrez, l. et al. 2000). 

ln order to further elucidate the mechanisms implicated in the greater 

prevalence of HE in older individuals, the effect of portacaval anastomosis 

(PCA) on the uptake sites for glutamate, ionotropic glutamate receptors and 

amino acid levels were evaluated in cerebral cortex of 3-month old rats (young 

adult) and in 25-month old rats (old adult). 

MATERIALS AND METHODS 

Animal surgery 

All surgical procedures were conducted (and animais were cared for) in 



143 

accordance with the 1984 Principles of the Guide for the Care and Use of 

Experimental Animais, Vol. 2 of the Canadian Council on Animal Care, Ottawa. 

Groups of 2 month-old and 24 month-old Sprague-Dawley rats were 

anesthetized with halothane, and an end-to-side portacaval anastomosis was 

performed according to the guidelines of Lee and Fisher (Lee, S.H. and Fisher, 

B. 1961). Briefly, rats underwent a laparotomy, the inferior vena cava and 

portal vein were isolated, the inferior vena cava was partially clamped 

(anastomosis clamp; Roboz Instruments) and an elliptical piece of vein, 1.5 

times the portal vein diameter, was removed. The portal vein was ligated, out, 

and an end-to-side anastomosis was performed using 7-0 silk suture under a 

dissecting microscope. Total surgery time was less than 15 min. and overall 

mortality for shunted rats was <2%. Two additional groups of rats (n=7 each of 

2 month-old and 24 month-old Sprague-Dawley rats, weight-matched with the 

above groups) were similarly anesthetized, a laparotomy was performed, and 

the inferior vena cava and portal vein were clamped for 15 min., these animais 

served as controls. Following surgery, all animals were kept under constant 

conditions of temperature, humidity and light cycles and were allowed free 

access to standard laboratory chow and water. All portacaval shunts were 

tested by retrograde injection of saline into the inferior vena cava at the time of 

killing and were found to be patent. 

D-[3H]-Aspartate, [3F1]-AMPA and [31-1]-NIK801 autoradiography 

Four weeks after surgery, the rats were decapitated, the brains were rapidly 

removed and frozen in liquid nitrogen. Neck blood was collected into 

heparinized tubes and centrifuged for ammonia determination using an ion-

exchange resin technique (Forman, D.T. 1964). 20 m brain sections were 
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then thaw-mounted onto gelatin-coated glass cover slips and kept at -80°C 

until assay. 

For D-{3H]Aspartate autoradiography, slides were pre-incubated at room 

temperature for 10 min. in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) to remove 

endogenous amino acids and various ions. Binding was carried out for 10 

min. at 0-4°C in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 7.4) containing 100 nM D-[3H]-

Aspartate (specific activity 10.9 Ci/mmol, New England Nuclear) and 300 mM 

NaCI. Non-specific binding was determined in adjacent sections by the 

addition of 100 µM D,L-threo-I3-hydroxyaspartate (Research Biochemical Inc., 

Natick, MA). The sections were rinsed in four changes of ice-cold Tris-HCI 

buffer and dipped briefly in cold distilled water for a total time of 30 s. 

For [3H]-AMPA autoradiography, slides were pre-incubated in 50 mM Tris-

Acetate (TA) (pH 7.2) for 30 min. at 4°C. Slides were incubated in a solution 

containing 50 nM [3H]-AMPA (specific activity 53.0 Ci/mmol, New England 

Nuclear) and 100 mM potassium thiocyanate (KSCN) for 10 min. of 4°C. 

Nonspecific binding was determined by the addition of 100 µM unlabeled 

AMPA fo the incubation solution. The sections were rinsed in four changes of 

ice-cold TA buffer and dipped briefly in cold distilled water for a total time of 

30 s. 

For [3H]-MK801 autoradiography, slides were pre-incubated at 0-4°C for 

30 min. in 50 mM TA (pH 7.4). Sections were then incubated in 50 mM TA 

buffer (pH 7.4) containing 5 nM [3H]-MK801 (specific activity 22.0 Ci/mmol, 

New England Nuclear), 30 µM glutamate and 10 µM glycine for 120 min. at 

room temperature. Non-specific binding was determined in adjacent sections 

by the addition of 5 µNA MK-801 (Research Biochemical Inc., Natick, MA) with 

the same conditions. The sections were rinsed briefly and left to soak for 



145 

90 min. in ice-cold buffer, then dipped briefly in cold distilled water. 

After rinsing, the sections were dried rapidly under a cool air stream. Dried 

sections were exposed to HyperfilmTM  for 4 weeks at 4°C along with methyl-

methacrylate radioactive standards (Amersham microscales). Regions of 

interest were localized with the help of adjacent sections stained with cresyl 

violet (Nissl stain) in accordance with an established rat brain atlas (Paxinos, 

G. and Watson, C. 1982). Autoradiograms were analyzed on an imaging 

system (MCID, St-Catharines, Ont.). 

lmmunoblot analysis 

Cortical tissues were homogenized in RIPA buffer (50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 

150 mM NaCI, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate), 

and a protease inhibitor mixture consisting of 1 mM EDTA, 0.1µM pepstatin 

A, 1 ig/m1 leupeptin, 1 jtg/ml aprotinin and 100 ptg/ml phenylmethyl-sulfonyl 

fluoride. After centrifugation at 12,000 g for 15 min., 50 µg of protein extracts 

were boiled for 5 min. in loading buffer (50 mM Tris-HCI (pH 6.8), 10 % 

glycerol, 2% SDS, 0.1 M dithiothreitol, 0.1% bromophenol blue). Proteins 

were resolved by 8% denaturing SDS-polyacrylamide gels along with rainbow 

molecular mass markers and transferred overnight to nitrocellulose filters. The 

membranes were blocked for 2 h at room temperature in Tris-buffered saline 

with 0.1% Tween 20 (TBST) containing 5% nonfat dry milk. The membrane 

was then incubated for 1 h with anti-GLT-1 (1/4000).. The blots were 

subsequently probed with anti-mouse horseradish peroxidase-conjugated 

antiserum (1/25 000) in the same buffer. After extensive washing with TBST, 

the peroxidase activity was detected by chemiluminescence using the ECL 

detection system (Amersham, Arlington Heights, IL). 
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The density of immunoreactive bands was quantified with an imaging system 

(MCID, St-Catharines, Ont.) and expressed as relative optical density (ROD). 

Glutamate transporter gene expression (RT-PCR) 

Total RNA was extracted using TRI Reagent (MRC Inc., Ohio) according to the 

manufacturer's protocol. Putative contaminating DNA was eliminated by 

adding 100 U of RNase-free DNase I per 50 µg of total RNA at 37°C for 1 hr. 

Purified RNA was then extracted with phenol, precipitated with ethanol and 

resuspended in diethylpyrocarbonate-treated water. RNA samples were kept at 

-70°C until use. 

Expression of the glutamate transporter (GLT-1) was investigated by the 

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). 13-Actin was used 

as an internai standard to monitor loading variations. Total RNA (1 µg) was 

mixed with 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 1.5 mM MgC12, 50 mM KCI, 0.01°/o(w/v) 

bovine serum albumin, 100 µM dNTPs, primers at 1 µM each, AMV reverse 

transcriptase (80 U/m1), Taq DNA polymerase (20 (Erni) and 50 µCi/m1 

[a32P]dCTP (3000 Ci/mM), for a total reaction volume of 50 µI. The reactions 

were initially heated at 50°C for 15 min followed by PCR at 95°C for 30 sec, 

60°C for 1 min and 72°C for 1 min. Amplification efficiency conditions were 

determined after a kinetic study, to ensure all experiments were performed 

within the exponential phase of amplification where PCR product remains 

proportional to the initial template concentration (data not shown). p—Actin and 

GLT-1 were amplified for 18 cycles and 19 cycles, respectively. After 

amplification, the samples were electrophoresed onto 8% polyacrylamide gels, 

dried, and autoradiographed at -70°C with an intensifying screen. Each band 

was excised and Cerenkov radiation vas quantitated using a p—counter. 
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Oligonucleotide primers (Sheldon Biotechnology Center, McGill University, 

Quebec) were designed using the PRIME program (Genetic Computer Group, 

Wisconsin) based on the following GeneBank accession numbers: p—actin: 

V01217 (Nudel, U. et al. 1983) and GLT-1: X67857 (Storck, T. et al. 1992). The 

forward and reverse primer sequences were as follows: 

CATCCCCCAAAGTTCTAC and CCAAAGCCTTCATACATC (p—actin, 347bp); 

TACAGCCCTTTACGAAGCC and TGATAGACAATCCCAGCCC (GLT-1, 

285bp). The monospecificity of oligonucleotide primers was verified using the 

program BLASTN (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, 

MD). 

Measurement of tissue amino acids 

Frozen tissue was sonicated in 400 µI potassium phosphate buffer (50 mM 

pH 7.4) as previously described (Lavoie, J. et al. 1987) and 10 µI of this 

solution was kept for protein determination. 	100 µI of perchloric acid 

50% (y/y) was added to the remaining solution, vortexed immediately and 

centrifuged at 28 000 g for 10 min. Then, 1 ml of cold water-saturated 

diethylether (DEE) was added to the supernatant and vortexed. Once the two 

phases were reseparated, the supernatant DEE was discarded and this 

washing procedure was repeated once. This solution was diluted 1/275, 1 µI 

was mixed with 1 µI of norvaline 0.3 mM as internai standard and then 

reacted at room temperature with OPA reagent in a total volume of 28 µI. 

Exactly 60 sec later, the reaction was stopped by addition of 20 µI HCI 

(0.5 M). 20 µI of this solution was injected onto the column (C18 Pecosphere, 

Perkin Elmer) exactly 2 min. after the start of the derivatization. Peak area 

measurements were computed using a programmable recording integrator 

(Perkin Elmer LC-100). The chromatograph was run with a linear gradient 
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between methanol and sodium phosphate buffer (50 mM, pH 5.25, containing 

THF 2%, as previously described (Lavoie, J. et al. 1987)). The gradient was 

run from 25 % to 50 '% methanol over 35 min., then 50% methanol over 20 

min. The column was subsequently washed with 25% methanol/75% buffer for 

5 min. and reequilibrated with 25% methanol/75% buffer for an additional 

3 min. before reuse. Amino acid content was calculated by peak area 

analysis using standard curves and the internai standard. 

Statistical analysis 

Specific binding of D431-1]-Aspartate, [3H]-AMPA and [3H]-MK801 were 

compared for the two variables (age and portacaval shunting) using a two-way 

analysis of variance (ANOVA), followed by a post hoc Tukey test. A two-way 

ANOVA was also used for each amino acid determined by HPLC and for 

physiological parameters followed by a post hoc Tukey test. For GLT-1 

Western and RT-PCR analysis, a student t-test between old PCA and old 

control was performed. 

RESULTS 

Effect of portacaval anastomosis on liver weight 

Both PCA groups showed significant liver atrophy, a 64% and a 57% decrease 

in liver weight was observed in the 25 month-old and the 3 month-old PCA rats 

respectively, when compared to their appropriate control group. PCA induced 

a significant rise in blood ammonia of the same magnitude in young and old 

rats (171% and 156% respectively vs. their appropriate controls), although the 
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levels of young PCA and old PCA rats were not significantly different 

(380 ± 40 and 410 ± 40 p.g/d1 respectively). These values showed good 

agreement with those previously reported in young portacaval-shunted rats 

(Girard, G. et al. 1993). 

D-[311]-Aspartate autoradiography 

lt appears that aging per se has no effects on glutamate uptake sites, 

considering that no age-related alterations of D-[3F1]-Aspartate binding sites 

were observed in young versus old controls (Figure 2.7). 
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Figure 2.7 
	

Specific binding of D-[31-1]-aspartate (fmol/mg tissue) in frontal 
cortex of young control (filled bar), young following portacaval 
anastomosis (empty bar), old control (finely hatched bar) and 
old following portacaval anastomosis (coarsely hatched bar). 
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PCA led to a significant increase in D-[31-1]-Aspartate binding sites in the old 

group in frontal cortex but failed to induce any change in the young group 

(Figure 2.7). The magnitude of this PCA-induced increase in the old animais 

was 116% in the frontal cortex. 

lmmunoblot analysis 

Old PCA animais manifested a significant increase (p<0.01) in GLT-1 protein 

compared to the old control group (455.3 ± 51.5 and 221.5 ± 48.7 (ROD) 

respectively) in cerebral cortex (Figure 2.8). This increase in GLT-1 protein 

expression is of the same magnitude as the increase in D-[31-1]-Aspartate 

binding sites observed in this region (105% and 116%, respectively) 

Polymerase chain reaction 

No significant differences were noted between old PCA and control rats 

(2.50 ± 0.16 and 2.95 ± 0.19 (GLT-1/f3-actin ± S.E.M.) respectively) in the 

levels of mRNA for the GLT-1/EAAT2 subtype of glutamate transporter in 

cerebral cortex as measured by RT-PCR (Figure 2.9). 
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Figure 2.8 	Western blot analysis of glutamate transporter (GLT-1) 
expression in cerebral cortex of old adult rats four weeks 
following portacaval anastomosis (455.3 ± 51.5 R.O.D.) or 
sham operation.(221.5 ± 48.7 R.O.D.). Each lane was loaded 
with 50µg of protein and resolved on a 8% denaturing SDS-
polyacrylamide gel and transferred overnight to nitrocellulose 
filters. The membranes were blocked for 2h with Tris-buffered 
saline with 0.1% Tween 20 containing 5% nonfat dry milk and 
incubated with anti GLT-1 (1/4000) then with anti-mouse 
horseradish peroxidase-conjugated antiserum (1/25 000) and 
visualized using enhanced chemiluminescence. 
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Figure 2.9 Expression of the astrocytic glutamate transporter (GLT-1) 
mRNA in the brain of rats following portacaval anastomosis. 
Total RNA was extracted from the frontal cortex of rats with 
portacaval anastomosis (lanes 10-15) or from shann operated 
controls (lanes 3-8). f3-Actin (347bp) and GLT-1 (285bp) were 
reverse-transcribed and amplified by PCR for 18 and 19 
cycles, respectively. Lane 1: molecular weight standards (bp); 
lanes 2 and 9: AMV reverse transcriptase was omitted (as a 
negative control) from the reaction mixture. 

[3F1]-AMPA and [3F1]-MK-801 autoradiography 

A significant age-related decrease in [31-1]-MK-801 was noted between control 

groups, as well as between PCA groups (Figure 2.10). This is in accordance 

with numerous studies describing decreased NMDA receptors with aging 
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(Magnusson, K.R. and Cotman, C.W. 1993a; Magnusson, K.R. and Cotman, 

C.W. 1993b; Mitchell, J.J. and Anderson, K.J. 1998; Tannaru, M. et al. 1991). 

On the other hand, no significant change in cortical [3FI]-AMPA or [31-1]-MK801 

binding was noted between control and PCA rats of either age group 

(Figure 2.10 and 2.11). 
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Figure 2.10 	Specific binding of [31-1]-MK801 (fmol/mg tissue) in frontal 
cortex of young control (filled bar), young following portacaval 
anastomosis (empty bar), old control (finely hatched bar) and 
old following portacaval anastomosis (coarsely hatched bar). 
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Figure 2.11 
	Specific binding of [3H]-AMPA (fmol/mg tissue) in frontal cortex 

of young control (filled bar), young following portacaval 
anastomosis (empty bar), old control (finely hatched bar) and 
old following portacaval anastomosis (coarsely hatched bar). 

Cortical tissue annino acid concentrations 

A three fold increase in glutamine was noted in cortical homogenates of young 

PCA, whereas a four fold increase was noted in old PCA rats when compared 

to their appropriate controls (Table 2.5). These values are in good agreement 

with those previously reported in young PCA rats (Giguère, J.F. and 

Butterworth, R.F. 1984; Williams, A.H. et al. 1972; Zanchin, G. et al. 1979). A 

small but significant increase (66%) in glutamate was detected in cortical 

homogenates of old PCA rats, increases in young PCA rats were significantly 

lower compared to old animais (Table 2.5). 
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Table 2.5 Concentrations of amino acids in cortical tissue of 3 month and 25 

month-old rats four weeks after PCA (shunt) or sham operation. 

Amino-acid Sham 

Young 

Shunt % change Sham 

Old 

Shunt % change 

Alanine 15.8 ± 3.4 18.3 ± 2.9 15 25.4 ± 3.2 22.8 + 3.5 -10 

Arginine 20.6 ± 2.6 15.1 ± 3.1 -26 24.0 ± 2.5 24.3 ± 2.7 1 

Asparagine 11.9 ± 1.5 13.2 ± 1.8 12 15.9 ± 1.9 19.1 ± 1.7 21 

Aspartate 13.7 ± 1.0• 11.9 ± 1.2 -13 16.0 ± 1.1 15.1 ± 1.3 -6 

GABA 9.9 ± 1.1 7.9 ± 1.1 -20 10.5 ± 1.7 11.2 ± 1.4 7 

Glutamate 306.2 ± 17.8 373.1 ± 18.3*  21 260.0 ± 18.3 432.7 ± 18.3** 66 

Glutamine 12.8 ± 10.1 43.1 ± 11.2* 237 25.7 ± 12.3 110.0 ± 13.4** 328 

Glycine 31.9 ± 8.6 39.3 ± 9.1 23 54.1 ± 8.4 68.1 ± 8.5 26 

Phenylalanine 35.4 ± 24.3 53.8 ± 25.9 52 83.1 ± 24.1 85.9 ± 26.8 3 

Serine 32.9 ± 4.2 32.8 + 5.3 0 42.8 ± 3.4 41.3 ± 2.2 -4 

Taurine 124.9 ± 9.1 99.5 ± 10.2 -20 127.1 ± 8.7 107.8 ± 9.9 -15 

Threonine 18.7 ± 1.2 15.3 ± 2.1 -18 19.8 ± 1.1 18.1 ± 1.5 -9 

Tyrosine 4.7 ± 1.2 5.0 ± 0.9 8 7.9 ± 1.9 9.5 ± 1.1 20 

Valine 3.8 ± 0.7 3.3 ± 0.9 -12 4.8 + 0.6 4.6 + 0.8 -3 

Values are nmol/mg protein S.E.M. from 7 animals per treatment group. Significant differences 

between portacaval shunted and sham-operated controls values within the same age group are 

indicated by * p<0.05 and ' p<0.001, by analysis of variance with Tukey post hoc test. 

DISCUSSION 

The present study shows that PCA in old animals leads to a significant 

increase in D-[3H]-Aspartate binding to central glutamate transporter sites, with 

a concomitant increase in the expression of the GLT1/EAAT2 subtype of 

glutamate transporter. However, no such change was observable in their 



156 

younger counterparts or between controls of either age group, suggesting that 

older individuals might be more vulnerable to the effects of PCA. Increases in 

GLT-1/EAAT2 transporter density were not accompanied by changes in the 

steady state level of mRNA suggesting that post-transcriptional mechanisms 

are responsible for the elevated transporter protein level observed in the old 

animais following PCA. Glutamate and glutamine levels in cortical tissue were 

significantly increased following PCA in both age groups, although no 

changes in cortical [31-1]-AMPA or [31-1]-MK801 receptor autoradiography were 

noted. This lack of effect on the plasma membrane receptors suggests that the 

glutamate increase is intracellular. The higher glutamate and glutamine 

concentrations in the old animals following PCA, as well as their increased 

transporter expression could lead to increased vulnerability of older individuals 

to the deleterious effects of shunting. 

Termination of glutamatergic transmission occurs via uptake of glutamate by a 

family of high-affinity glutamate transporters with, at present, five cloned 

members (GLAST/EAAT1, GLT1/EAAT2, EAAC1/EAAT3, EAAT4 and EAAT5) 

(Gegelashvili, G. and Schousboe, A. 1997). Previous reports on the effect of 

either acute or chronic ammonia exposure on glutamate uptake function have 

yielded conflicting results. 

The lack of change in glutamate uptake sites reported here in young PCA 

animais is in agreement with a report of unchanged glutamate uptake in brain 

slices and cortical synaptosonnes of rats chronically exposed to high ammonia 

levels after portal-vein and bile duct-ligation (Maddison, J.E. et al. 1996). One 

month after PCA, GLT-1/EAAT2 immunolabeling was higher in the granular 

layer of cerebellum, whereas there was a decrease in GLAST/EAAT1 in the 

molecular layer (Suàrez, l. et al. 2000). The later study was done using 
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immunohistochemistry and qualitative evaluation that cannot be directly 

compared to the binding and expression data we are reporting here. 

A different trend is observed in acute liver failure or acute exposure to 

ammonia in vivo, as well as in vitro. Acute exposure of synaptosomes to 

ammonia results either in reduced Vmax for glutamate uptake (Oppong, K.N. et 

al. 1995) or reduced K+ stinnulated glutamate uptake (Mena, E.E. and Cotman, 

C.W. 1985). ln astrocytic cultures acutely exposed to ammonia, there is a 

decrease in the expression of GLAST/EAAT1 (Zhou, B.G. and Norenberg, M.D. 

1999) and GLT-1/EAAT2 (Norenberg, M.D. et a/. 1997). Likewise, a decrease 

in GLT-1/EAAT2 mRNA and protein levels were observed in rats with acute 

liver failure (Knecht, K. et al. 1997). Similarly, exposure to sera or CSF coming 

from patients in HE resulted in a decreased glutamate uptake in hippocampal 

slices of normal rats (Schmidt, W. et al. 1993; 1990) or hippocampal slices of 

patients who died in hepatic coma (Schmidt, W. et al. 1990) . These results 

emphasize the difference between chronic versus acute exposure to ammonia 

of glutamate transporters, and nnay represent an adaptation of the brain to 

sustained high levels of ammonia and/or glutamate. 

This increase in glutamate uptake could be a response to the increased 

glutamate release in chronic HE (Butterworth, R.F. et al. 1991; Moroni, F. et al. 

1983; Tossman, U. et al. 1987), as well as the increase in CSF glutamate in HE 

patients (Van Sande, M. et al. 1970; Vergara, F. et al. 1974; VVatanabe, A. et al. 

1984) or in PCA rats (Therrien, G. and Butterworth, R.F. 1991). Our results 

showing a PCA-dependent increase in glutamate in cortical tissue do not 

necessarily reflect a change at the extracellular level but might represent an 

intracellular pool not affecting plasma membrane receptors. The glutamate 

transport system seems to have a very limited capacity of adaptation in HE. 
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This is evidenced by the significant increase in extracellular (Tossman, U. et aL 

1987) or CSF (Therrien, G. and Butterworth, R.F. 1991; Van Sande, M. et al. 

1970; Vergara, F. et al. 1974; Watanabe, A. et al. 1984) glutamate produced 

either by an ammonia load or K+ induced depolarization. 

Theoretically, a rise in glutamate release could be a consequence of energy 

failure in the astrocyte, inducing a reversai of glutamate transport because of 

the collapse of the ionic gradient (Gemba, T. et aL 1994). However, this seems 

improbable since in our model we observe an increase of local cerebral 

glucose utilization (LCGU) in thalamus (Audet, R.M. and Butterworth, R.F. 

1998) as well as an increase in D[3H]-Aspartate binding sites (data not 

shown). Conversely, increased glutamate uptake could produce an added 

energy demand. We see the contrary in the old animais following PCA, our 

data showing a decrease in LCGU (Audet, R.M. and Butterworth, R.F. 1998) in 

frontal and fronto-parietal cortices. This could be explained by the fact that 

astrocytic cultures increase their use of glutamate as energy substrate for the 

TCA cycle when extracellular concentrations of glutamate rise (McKenna, M.C. 

et al. 1996; Swanson, R.A. et al. 1990). This effect is not the consequence of 

glutamate receptor activation as it is inhibited by glutamate uptake blockers but 

not glutamate receptor antagonists (Swanson, R.A. et al. 1990). 

Several conflicting reports on glutamate uptake sites in aging have been 

published. An age-induced decrease in glutamate uptake sites was described 

in rat cortical slices (Matsumoto, H. et al. 1982), as well as in mitochondria 

(Vitorica, J. et aL 1985) or synaptosomes (Najlerahim, A. et al. 1990; Price, M.T. 

et al. 1981; Wheeler, D.D. and Ondo, J.G. 1986). On the other hand, 

unchanged glutamate uptake in synaptosomes of aged animals was also 

noted (Gilad, G.M. et al. 1990; Palmer, A.M. et al. 1994). The fact that no age- 
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induced changes in D-aspartate binding was observed in our model argues in 

favor of a normal glutamate transport function with aging but alterations of the 

capacity for adaptation could appear with age. Our data suggests that the 

aging brain needs more glutamate transporters than a younger one to cope 

with a similar increase in plasmatic ammonia levels. This could be explained 

by the fact that oxidative stress, a well known aging phenomenon, inhibits 

glutamate transporters (Piani, D. et al. 1993; Trotti, D. et al. 1996; Volterra, A. et 

al. 1994). 

Astrocytic counts performed in this animal model (Audet, R.M. and Butterworth, 

R.F. 2000) show that the increase in D-[3H]Aspartate binding sites and in GLT-

1 expression observed in the 25-month old PCA rats are not due to increased 

numbers of astrocytes. 

There seems to be a contradiction between the elevated glutamate and 

glutamine concentration we observe in old rats following PCA and the lack of 

increase in plasma ammonia levels. One possibility is an increase in the blood 

brain barrier permeability to ammonia or a change in brain or intracellular pH, 

since brain ammonia has been shown to increase with increasing pH (Cooper, 

A.J. and Plum, F. 1987). On the other hand, an alteration in glutamine 

synthetase activity or expression, or a change in the metabolism and/or export 

of glutamine could increase brain glutamine concentrations. An increase in 

glutamine accumulation was observed in brain slices from old rats exposed to 

increasing concentrations of ammonia, when compared to young animals 

(Wallace, D.R. and Dawson, R.J. 1992). Incidentally, it was also shown that 

brain ammonia is slightly elevated and that glutamine is the only amino acid 

increased in the brains of normal senescent mice (Kirzinger, S.S. and Fonda, 

M.L. 1978). This could add to the ammonia load from the periphery and 



160 

explain the greater increase in glutamine concentrations in the cortex of old 

rats following PCA. 

The significant decrease in 3H-MK801 binding we observe here with 

increasing age in the control groups is in accordance with several reports on 

normal aging (Magnusson, K.R. and Cotman, C.W. 1993a; Magnusson, K.R. 

and Cotman, C.W. 1993b; Tamaru, M. et al. 1991). The absence of effect of 

PCA on the neuronal 3H-MK801 binding in either age groups suggests that 

synaptic levels of glutamate are not significantly altered with PCA. ln young 

animais with a PCA, a decrease (Peterson, C. et al. 1990) or unchanged 

(Maddison, J.E. et al. 1991) cortical NMDA receptor density were reported. 

Since astrocytes express AMPA receptors (Gallo, V. and Russell, J.T. 1995) 

and the vast majority of glutamate transporters (Rothstein, J.D. et al. 1996), the 

small but non significant decrease in 3H-AMPA binding along with the 

significant increase in 3H-D-aspartate noted following PCA in the aged group 

could reflect a greater astrocytic response to PCA. 

ln summary, results of the present study reveal a cortical increase in [3H]-D-

aspartate binding as well as in the GLT-1 subtype of glutamate transporter 

protein following PCA, but only in the aged animais. This increase of GLT-1 at 

the protein level was not accompanied by an increase in mRNA, suggesting a 

change in post-transcriptional mechanisms. Increases in cortical tissue 

concentrations of glutamate and glutamine were noted in both age groups 

following PCA, although no PCA-dependent changes in [3H]-AMPA or 

[3M-MK801 were observed. These age-related changes following PCA were 

not the result of greater increases of blood ammonia in these animais. 

However, there is indirect evidence of higher brain ammonia levels in aged 

rats following PCA, that could produce a neurotransmitter imbalance in these 
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animals. The greater susceptibility of the aging brain to the deleterious effects 

of PCA is consistent with the higher incidence of encephalopathy in older 

patients following TIPS. 
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CHAPITRE 3: DISCUSSION GÉNÉRALE 

3.1 	ASTROCYTOSE ALZHEIMER DE "TYPE II 

Nos données montrent qu'il y a apparition d'une astrocytose Alzheimer de 

type II chez les rats âgés ayant subi une APC (Figure 2.3). Ce changement 

histologique survient lorsque les astrocytes sont exposés à des concentrations 

élevées d'ammoniaque. On l'observe in vivo chez l'animal ayant une APC 

suivie d'une surcharge d'ammoniaque (Norenberg, M.D. 1977; Norenberg, 

M.D. et Lapham, L.W. 1974; Pilbeam, C.M. et al. 1983) ou chez l'humain 

hyperammoniémique avec (Martin, H. et al. 1987) ou sans (Boogerd, W. et al. 

1990; Taylor, P. et al. 1979) une atteinte hépatique. On voit également des 

changements similaires in vitro par l'exposition d'astrocytes en culture à des 

concentrations élevées d'ammoniaque (Gregorios, J.B. et al. 1985). Il semble 

que l'astrocytose Alzheimer de type II soit directement proportionnelle à la 

quantité d'ammoniaque à laquelle les astrocytes sont exposés tant in vivo 

(Taylor, P. et al. 1979) qu'in vitro (Gregorios, J.B. et al. 1985). 

Il est intéressant de noter que dans notre étude, l'astrocytose Alzheimer de 

type II est apparue suite à une exposition à des concentrations relativement 

modérées (pour le rat) d'ammoniaque plasmatique (300 µg/dI Tableau 2.3). 

En effet, chez le rat cette atteinte survient parfois à des concentrations 

d'ammoniaque de 300 à 400 p.g/dI mais le plus souvent à des niveaux bien 

plus considérables d'environ 1000 p.g/dI (Tableau 1.1). Ce n'est pas le cas 

chez le singe ou l'humain, chez qui on voit clairement une astrocytose 

Alzheimer de type II à des concentrations plasmatiques de 200 à 300 p.g/d1 

(Cole, M. et al. 1972; Martin, H. et al. 1987; Taylor, P. et al. 1979) 



170 

Il est remarquable que très peu d'astrocytes Alzheimer de type II apparaissent 

chez les animaux du groupe anastomosé jeune, alors qu'ils avaient des 

niveaux d'ammoniaque plasmatique comparables à leur contrepartie chez les 

vieux. 	Ceci pourrait s'expliquer par une augmentation basale de 

l'ammoniaque cérébrale avec l'âge qui a déjà été décrite chez des animaux 

normaux (Kirzinger, S.S. et Fonda, M.L. 1978; Rajeswari, T.S. et Radha, E. 

1984) et qui viendrait s'ajouter à l'ammoniaque résultant de l'APC. 

N'ayant pas mesuré la concentration d'ammoniaque cérébrale chez nos 

animaux, on ne peut que formuler des hypothèses pour tenter d'expliquer 

l'apparition d'astrocytose Alzheimer de type II chez les rats âgés, mais très 

peu chez les jeunes, suite à une APC : 

1) Il pourrait y avoir une augmentation cérébrale de l'ammoniaque suite à 

une augmentation de la perméabilité de la barrière hémato-

encéphalique, par baisse du pH cérébral par exemple. 

2) Il pourrait y avoir augmentation de la production ou baisse d'élimination 

de l'ammoniaque dans le cerveau. 

3) Les mécanismes cellulaires impliqués dans l'apparition de l'astrocytose 

Alzheimer type II pourraient êtres plus sensibles à une même dose 

d'ammoniaque chez les rats âgés. 

4) Un facteur autre que l'ammoniaque serait impliqué dans l'apparition de 

cette astrocytose chez les animaux âgés. 

Des recherches plus approfondies sur la concentration d'ammoniaque, son 

métabolisme, son passage au niveau de la barrière hémato-encéphalique 

ainsi que sur le pH cérébral, pourrons sans doute éclaircir ce point. 
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Comme déjà mentionné en introduction, l'astrocytose Alzheimer de type II ne 

peut être mis en évidence que si les tissus ont été fixés par immersion. 

Certains auteurs ont suggéré qu'elle était en partie le fruit d'une autolyse post-

mortem, expliquant sa prépondérance dans les couches profondes du cortex 

qui devraient en principe être fixées plus tardivement que les couches plus 

superficielles (Norenberg, M.D. 1981). Lorsque le tissu cérébral de rats ayant 

une APC est fixé rapidement par perfusion in vivo, on ne peut observer 

d'astrocytose Alzheimer de type II. Par contre, on constate une lobulation des 

noyaux qui est plus importante aux endroits où l'on retrouve normalement des 

astrocytes Alzheimer de type II, comme dans les couches profondes du cortex 

(Cavanagh, J.B. et Kyu, M.H. 1971). Afin de vérifier l'hypothèse de l'autolyse, 

cette équipe a aussi comparé le fait de fixer les tissus par immersion après un 

délais d'une heure entraînant une augmentation du volume nucléaire moyen 

chez les animaux contrôles (perfusion 91±4 j13, immersion 99±3 pt.3) mais une 

augmentation bien plus considérable chez les rats avec une APC (perfusion 

87±3 µ3, immersion 124±11 i,u3). Ces auteurs rapportent également le cas 

d'un animal chez qui ils ont trouvé des astrocytes Alzheimer de type II malgré 

que les tissus aient été fixés par perfusion. Il est apparu que cet animal avait 

des nécroses focales dans le foie suite à l'APC et avait une concentration 

plasmatique d'ammoniaque de 13891.tg/100m1 (normale 40-100 p.g/100m1). 

Ces données montrent qu'il y a effectivement un effet de la fixation des tissus 

sur l'apparition d'astrocytose Alzheimer de type II, mais que l'autolyse n'est 

probablement pas aussi importante que l'on ne pourrait croire. 	Les 

changements à l'origine du gonflement et de la lobulation du noyau pourraient 

êtres reliés à une modification de la stabilité de la membrane nucléaire ou de 

la viscosité du nucléoplasme. L'augmentation de la taille du noyau suite à une 

fixation lente permet de croire qu'une augmentation de l'osmolarité dans le 
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nucléoplasme crée une infiltration d'eau après la mort (Cavanagh, J.B. et Kyu, 

M.H. 1971). Comme on ne connaît pas encore exactement les mécanismes 

cellulaires impliqués dans l'apparition de l'astrocytose Alzheimer de type II, 

on ne peut savoir avec certitude pour quelle raison ils sont en plus grand 

nombre chez les rats âgés ayant une APC. 

Toutefois, il est remarquable que dans le cytoplasme des astrocytes Alzheimer 

de type II on retrouve souvent des inclusions de lipofucine (Norenberg, M.D. 

1981). Comme il a été mentionné en introduction, ce pigment augmente dans 

le cytoplasme avec l'âge et serait le résultat de l'accumulation progressive de 

protéines et de lipides ayant subi une peroxydation (Mrak, R.E. et al. 1997). Il 

est possible que les astrocytes soient exposés à une surcharge de radicaux 

libres dont la source pourrait être la production excessive de NO. En effet, 

l'activité de l'enzyme produisant le NO dans les neurones est augmenté dans 

le cortex (65%), le cervelet (54%), le striatum (64%) et l'hippocampe (88%) de 

jeunes rats adultes suite à une APC (Rao, V.L. et al. 1995). S'il y a 

effectivement une augmentation de la production de radicaux libres dans les 

astrocytes suite à une exposition à l'ammoniaque, il semble logique que les 

individus âgé qui ont des mécanismes de défense contre l'oxydation moins 

efficaces (Harman, D. 1996), soient plus touchés. 

Il est évident que la plus grande présence d'astrocytose Alzheimer type II 

chez les rats âgés suite à l'APC soit le signe d'une atteinte astrocytaire plus 

importante que chez les jeunes. Dans l'état actuel de nos connaissances, les 

mécanismes impliqués dans l'apparition de cette atteinte restent flous. À plus 

forte raison, nous ne connaissons pas encore les processus conduisant à 

l'apparition d'une plus grande quantité d'astrocytes Alzheimer de type II chez 

les rats âgés ayant une APC. 
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3.2 	UTILISATION LOCALE DU GLUCOSE CÉRÉBRAL (ULGC) 

Nos résultats montrent qu'il y a des modifications plus étendues d'ULGC chez 

les rats âgés ayant une APC. Alors que la baisse d'ULGC était confinée au 

cortex frontal chez les jeunes animaux ayant une APC, les changements chez 

les vieux rats ayant une APC s'étendent au cortex frontal et pariétal ainsi qu'au 

thalamus (Tableau 2.2). Ces résultats révèlent qu'il y a une redistribution du 

métabolisme des régions corticales vers les régions sous-corticales telles que 

le thalamus. Des données similaires, montrant qu'il y a une redistribution du 

métabolisme et du flux sanguin cérébral vers les régions sous-corticales chez 

les patients souffrant d'une dégénérescence hépatique et d'EPS légère, ont 

déjà été publiées (Lockwood, A.H. et aL 1991a). 

Cette plus grande étendue des changements d'ULGC chez les rats âgés ayant 

une APC pourrait théoriquement être le fruit d'une baisse de la concentration 

de glucose plasmatique chez ces animaux, qui pourrait avoir une influence sur 

la constante "globale" (lumped constant) utilisée dans le calcul de l'ULGC par 

la méthode du 14C-désoxmlucose (Sokoloff, L. et al. 1977). Toutefois, ceci est 

improbable car: 1): la chute du glucose plasmatique est comparable entre les 

rats APC jeunes et vieux lorsque comparée à leur groupe contrôle respectif 2) 

des études antérieures utilisant la méthode du 14C-désoxyglucose ont montré 

que les valeurs de cette constante globale n'étaient pas modifiées jusqu'à 

12 semaines après une APC et ce malgré que les concentrations de glucose 

plasmatiques aient été abaissées de 40% (Cruz, N.F. et Dienel, G.A. 1994; 

Cruz, N.F. et Duffy, T.E. 1983). 

La réduction de 22% d'ULGC que nous avons observée dans le cortex frontal 



174 

de rats âgés suite à l'APC est du même ordre de grandeur (26%) que celle 

observée par d'autres auteurs dans le même modèle animal jeune (Eklof, B. et 

al. 1974). De plus, cette baisse d'ULGC est similaire à la réduction du taux 

cérébral d'utilisation de l'oxygène (20%) observée chez de jeunes rats suite à 

l'APC (Nieto, C. et al. 1980). Des baisses généralisées de 20 à 30% de 

l'ULGC lorsque mesurée avec la méthode du 14C-glucose plutôt qu'avec la 

méthode du 14C-désoxyglucose ont aussi été rapportées suite à une APC 

chez de jeunes animaux (Mans, A.M. et al. 1983). 

On est en droit de se demander si les changements d'ULGC chez les rats 

vieux et jeunes suite à une APC sont la conséquence de la toxicité de 

l'ammoniaque. L'observation d'une réduction de l'ULGC dans le cortex 

cérébral de rats normaux exposés à de l'ammoniaque est en faveur d'une telle 

éventualité (Lockwood, A.H. et al. 1982). Toutefois, l'augmentation de 

l'ammoniaque plasmatique que nous avons observée suite à l'APC était 

comparable tant chez le groupe jeune que le groupe âgé. De plus, une étude 

antérieure a démontré qu'il n'y a pas de corrélation entre les changements 

d'ULGC et les niveaux plasmatiques d'ammoniaque chez des rats ayant subi 

une APC (Cruz, N.F. et Duffy, T.E. 1983). Par contre, il a été démontré que 

l'ammoniaque cérébrale est significativement augmentée avec l'âge chez des 

animaux normaux (Kirzinger, S.S. et Fonda, M.L. 1978; Rajeswari, T.S. et 

Radha, E. 1984). Il est possible que suite à l'APC un accroissement 

supplémentaire de l'ammoniaque cérébrale survienne chez les animaux âgés, 

conduisant à des niveaux neurotoxiques. 

L'augmentation considérable des RBTP chez le groupe âgé suite à l'APC 

pourrait conduire à une augmentation des niveaux de neurostéroïdes chez ces 

animaux et provoquer une neuro-inhibition via l'augmentation de l'activité des 
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récepteurs GABAA. Finalement, cette neuro-inhibition pourrait se refléter sur la 

consommation de glucose et fournir une explication plausible de la plus 

grande étendue des changements d'ULGC chez les vieux animaux avec une 

APC. 

De manière similaire, on observe un abaissement de l'ULGC chez les patients 

ayant une EPS minimale, lorsque mesurée par PET avec le ligand 18F — 

désoxyglucose (Lockwood, A.H. et al. 1993). De plus, les études de PET 

utilisant le 150-H20 comme traceur (Lockwood, A.H. et al. 1991a) ainsi que la 

tomographie à émission monophotonique (SPECT) (O'Carroll, R.E. et al. 1991) 

ont permis de mettre en lumière des réductions du flux sanguin cérébral dans 

les régions corticales et sous-corticales chez les patients souffrant de maladies 

hépatiques chroniques. L'étude de SPECT a également corrélé le degré de 

l'atteinte cognitive avec les anomalies de flux sanguin cérébral dans les 

noyaux gris de la base et le cortex limbique (O'Carroll, R.E. et al. 1991). 

Nos données montrent que l'âge en soit ne produit pas de changements 

notables de l'ULGC des animaux contrôles. Ceci est en accord avec une 

étude montrant qu'il n'y a pas de changements de l'ULGC dans le cortex 

frontal chez le rats jusqu'à 36 mois d'âge (Smith, C.B. et al. 1980). 

Curieusement, les réductions d'ULGC notées dans le cortex frontal et fronto-

pariétal des rats âgés ayant une APC ont été accompagnées d'une hausse 

légère mais significative au niveau du thalamus. Une augmentation analogue 

d'ULGC (Lockwood, A.H. et aL 1993) et de flux sanguin cérébral (Lockwood, 

A.H. et al. 1991a) a été enregistrée au niveau du thalamus chez des patients 

avec une maladie de foie chronique. Comme le thalamus joue un rôle central 

dans le contrôle moteur et sensoriel, ces équipes ont suggéré que cette 

réorganisation métabolique pourrait représenter une augmentation 
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compensatoire de l'activité neuronale thalamique (Lockwood, A.H. et aL 1993). 

La réduction corticale d'ULGC et l'augmentation thalamique qui l'accompagne 

laissent penser que l'APC provoque des changements en ce qui concerne les 

fonctions thalamo-corticales. 

Quoique pure spéculation pour le moment, on pourrait penser que les 

changements en ce qui à trait à l'ULGC pourraient être le reflet d'altérations au 

niveau des pompes membranaires ATP dépendantes des astrocytes. Ceci 

aurait comme conséquence une modification du milieu à l'intérieur de la 

cellule ou à l'intérieur du noyau et des mitochondries, conduisant au 

gonflement caractéristique des astrocytes Alzheimer de type II. 

3.3 	RÉCEPTEURS AUX BENZODIAZÉPINES DE TYPE PÉRIPHÉRIQUE 

Nos résultats montrent qu'il y a un effet de l'âge et également un effet de l'APC 

sur l'augmentation des sites de liaison pour le 3H-PK11195, un ligand 

spécifique des RBTP (Tableau 2.4). Il est généralement admis que les RBTP 

se retrouvent à la surface des mitochondries (Krueger, K.E. et Papadopoulos, 

V. 1992) et l'augmentation de ceux-ci pourrait être le reflet des changements 

mitochondriaux qui ont été décrits lors du vieillissement normal (Wei, Y.H. et al. 

1998) ou suite à une APC (Norenberg, M.D. 1977). 

Relativement peu d'études ont été entreprises pour vérifier l'effet du 

vieillissement normal sur l'expression et/ou la liaison aux RBTP. Une étude a 

montré que les sites de liaison pour le clonazépam (benzodiazépine) pouvant 

être déplacés par du R05-6669 (benzodiazépine spécifique aux RBTP) ne 

sont augmentés que dans le cervelet chez les rats âgés (Komiskey, H.L. et 

MacFarlan, M.F. 1983). En fonction de l'âge on remarque également une 
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légère tendance à l'augmentation des sites de liaison pour les isoquinolines 

(PK-11195) sur les RBTP (Benavides, J. et al. 1990). Cette hausse n'a pu être 

observée qu'au niveau du cortex pariétal et n'atteignait pas tout à fait le seuil 

statistique. Une étude plus récente prétend démontrer qu'il y a une baisse des 

RBTP dans toutes les régions cérébrales, sauf le cervelet, chez des rats de 24 

mois comparativement à des rats de 2 à 4 mois (Dalezios, Y. et Matsokis, N. 

1998). Par contre, en plus d'avoir un effectif très réduit (3 à 6 animaux par 

groupe), cette équipe a déplacé du flunitrazépam (benzodiazépine) avec du 

PK-11195 (isoquinoline) mais les sites de liaison pour ces deux classes de 

composés ne sont pas forcément liés allostériquennent. 

Dans les études mentionnées plus haut, les animaux n'ont pas été manipulés 

ni laparatomisés comme les nôtres qui ont été pesés presque 

quotidiennement et ont subi un stress chirurgical important. On sait que la 

densité des RBTP est augmentée suite à un stress aigu et qu'un stress 

chronique se traduit plutôt par une baisse de leur densité (Weizman, R. et 

Gavish, M. 1993). Dans le même ordre d'idée, on sait que l'âge a un effet sur 

la réponse au stress. Par exemple, l'augmentation des niveaux de 

prégnénolone et de progestérone induite dans le cortex par le stress est au 

moins deux fois plus importante chez les rats âgés (Barbaccia, M.L. et aL 

1998). Il est possible que l'augmentation de la liaison de 3H-PK11195 chez 

les rats contrôles âgés soit due à une réponse différente au stress. Pour s'en 

assurer, des études plus approfondies sur les niveaux de stéroïdes cérébraux 

et circulants devront être réalisées. 

Il est intéressant de noter qu'il y a une augmentation astrocytaire de l'activité 

peroxydase endogène reliée au fer de l'hème lors du vieillissement normal 

(Schipper, H.M. 1991). 11 y a peut-être un lien à faire entre cette augmentation 
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astrocytaire de l'hème avec l'âge et le fait que les RBTP ont été impliqués dans 

le transport de l'hème dans les mitochondries (Taketani, S. et al. 1995). 

Le transport du cholestérol dans les mitochondries correspond à l'étape 

limitante dans la synthèse des neurostéroïdes (Baulieu, E.E. 1998) et l'on sait 

que l'activation des RBTP par leur ligand endogène (DBI) provoque une 

augmentation du transport de cholestérol dans les mitochondries 

(Papadopoulos, V. et Brown, A.S. 1995). Étant donné que beaucoup de 

neurostéroïdes sont de puissants agonistes des récepteurs GABAA (Barker, 

J.L. et al. 1986; Demirgoren, S. et al. 1991; Lambert, J.J. et al. 1995; Majewska, 

M.D. 1992), il a été proposé que l'augmentation de l'expression des RBTP et 

du DBI dans l'EPS (Desjardins, P. et al. 1997; Desjardins, P. et al. 1999; 

Rothstein, J.D. et ai. 1989) pourrait conduire à une augmentation de l'inhibition 

liée au GABA et expliquer l'état de conscience réduit observé lors de l'EPS. 

Comme mentionné en introduction, il existe un nombre croissant de données 

suggérant qu'une augmentation du manganèse dans le cerveau des patients 

souffrant de maladies de foie chroniques soit impliquée dans la pathogenèse 

de l'EPS. En effet, le manganèse est augmenté d'environ 190% dans le 

globus pallidus de patients décédés des suites d'un coma hépatique (Pomier 

Layrargues, G. et al. 1995) et de 70% chez les rats suite à une APC (Rose, C. 

et al. 1999). On note chez environ 80% des patients cirrhotiques une 

hyperintensité pallidale en imagerie par RMN en T1 (Kulisevsky, J. et al. 1992) 

pouvant correspondre à l'augmentation de ce métal dans cette région 

cérébrale. En accord avec cette interprétation, les concentrations de 

manganèse dans le sérum de patients cirrhotiques présentant une 

hyperintensité pallidale en imagerie par RMN (T1), sont augmentées (Spahr, 

L. et al. 1996). 	Dans le même ordre d'idée, l'exposition de cultures 



179 

d'astrocytes à du manganèse provoque une augmentation des sites de liaison 

pour le 3H-PK11195, apparemment par un mécanisme n'impliquant pas la 

transcription (Hazell, A.S. et al. 1999a). 

L'hyperammoniémie en tant que telle parait responsable de l'augmentation 

des sites de liaison pour le 3H-PK11195. L'augmentation de la liaison pour le 

3H-PK11195, enregistrée chez des animaux hyperammoniémiques à cause 

d'une déficience enzymatique congénitale, représente probablement une 

réponse astrocytaire de ces sites de liaison à l'hyperammoniémie chronique 

(Rao, V.L. et aL 1993). 

Le fait que l'on observe une augmentation de la liaison du 3H-PK11195 chez 

les animaux ayant une APC autant jeunes que vieux n'est pas étonnant et va 

dans le même sens que la littérature se rapportant à l'humain (Lavoie, J. et al. 

1990) et le rat ayant une APC (Desjardins, P. et al. 1997; Desjardins, P. et al. 

1999; Giguère, J.F. et al. 1992; Leong, D.K. et al. 1994; Rao, V.L. et aL 1994). 

Étant donné qu'il n'y a pas d'effet de l'âge sur les niveaux plasmatiques 

d'ammoniaque des groupes avec APC (Tableau 2.3), l'augmentation des 

sites de liaison pour le 3H-PK11195 chez les vieux rats ayant une APC ne peut 

être expliquée directement par les niveaux plasmatiques d'ammoniaque. 

Cependant, il est démontré que la concentration d'ammoniaque dans le tissu 

cortical de souris sénescentes est augmentée de 60% ainsi que le produit de 

sa détoxification, la Gln (20%) (Kirzinger, S.S. et Fonda, M.L. 1978). Chez le 

rat âgé, on note également une augmentation de 95% de l'ammoniaque 

cérébral mais une faible baisse (25%) de la Gln tissulaire (Rajeswari, T.S. et 

Radha, E. 1984). De manière similaire, nous avons noté une augmentation de 

la Gln de 100% entre les rats contrôles âgés et jeunes et une augmentation de 

156% entre les rats ayant une APC âgés et jeunes (Tableau 2.5). Ceci 
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pourrait être l'indice indirect d'une augmentation d'ammoniaque cérébral dont 

il sera question plus loin. 

Il parrait essentiel d'établir s'il existe un lien entre l'augmentation très marquée 

des RBTP suite à une APC et le signe distinctif de l'EH, soit l'astrocytose 

Alzheimer de type II. Malheureusement, personne à ce jour n'a cherché à 

vérifier s'il existe un lien entre ces deux phénomènes. 

Une étude récente a démontré que la quantité de RBTP est proportionnelle à 

la capacité de prolifération de lignées cellulaires tumorales en culture et que 

l'inhibition des RBTP conduit à un ralentissement de la prolifération 

(Papadopoulos, A. et al. 2000). De manière similaire, on a montré que chez 

les cellules quiescentes les RBTP sont faiblement exprimés, alors qu'il y a une 

forte corrélation (r=0.98) entre leur apparition et le nombre de cellules en 

phase S (Sanger, N. et aL 2000). La phase S du cycle cellulaire correspond à 

la synthèse d'ADN avant la mitose, tout juste avant la disparition de 

l'enveloppe nucléaire. Quoique ces observations aient été faites dans un 

autre type cellulaire, on est en droit de se demander s'il n'y a pas un lien entre 

l'augmentation des RBTP et l'augmentation de la synthèse d'ADN observée 

chez les astrocytes Alzheimer de type II (Brumback, R.A. et Lapham, M.D. 

1989), de même que les anomalies au niveau du noyau (Norenberg, M.D. 

1981). Bien qu'étant pure spéculation pour le moment, il est possible que 

l'exposition des astrocytes à de fortes concentrations d'ammoniaque puisse 

conduire à la production de signaux intracellulaires caractéristiques de la 

phase S du cycle cellulaire. 

Il serait extrêmement intéressant d'injecter de la 3H-thymidine à des rats ayant 

subi une APC et d'effectuer un marquage immunohistochimique des RBTP sur 

le même tissu, afin de vérifier si l'augmentation de synthèse de l'ADN est 
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concomitante avec une augmentation des RBTP. 

3.4 	SYSTÈME DE NEUROTRANSMISSION GLUTAMATERGIQUE 

3.4.1 Sites de capture pour le glutamate 

La neurotransmission glutamatergique se termine par la capture du Glu 

relâché. Cette capture est effectuée par une famille de transporteurs de haute 

affinité pour le Glu dont cinq membres ont été clonés jusqu'à présent 

(GLAST/EAAT1, GLT1/EAAT2, EAAC1/EAAT3, EAAT4 et EAAT5) 

(Gegelashvili, G. et Schousboe, A. 1997). On a démontré de façon élégante 

que l'inhibition de la synthèse des transporteurs astrocytaires GLAST/EAAT1 

et GLT1/EAAT2 in vivo par un traitement chronique avec des nucléotides anti-

sens conduisait à une augmentation substantielle du Glu extracellulaire, alors 

que la même procédure pour le transporteur neuronal EAAC1/EAAT3 ne 

modifie pas significativement la quantité de Glu extracellulaire (Rothstein, J.D. 

et al. 1996). Comme GLT1/EAAT2 et GLAST/EAAT1 sont principalement 

astrocytaires, ceci suggère que la grande majorité de la capture est effectuée 

par les astrocytes. 

De nombreux rapports contradictoires ont été publiés sur la capture du Glu ou 

l'expression des sites de capture en fonction de l'âge. Une baisse de la 

capture du Glu en fonction de l'âge a été décrite dans les mitochondries 

(Vitorica, J. et al. 1985), les synaptosomes (Najlerahim, A. et al. 1990; Price, 

M.T. et al. 1981; Wheeler, D.D. et Ondo, J.G. 1986) ou des tranches de cortex 

(Matsumoto, H. et al. 1982). Par contre, d'autres études n'ont pas rapporté de 

changement concernant la capture de Glu dans des synaptosomes (Gilad, 

G.M. et al. 1990; Palmer, A.M. et al. 1994) ou des tranches de cortex (Dawson, 
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R.J. et al. 1989) d'animaux âgés. Le fait que nous n'ayons pas observé de 

changements au niveau des sites de liaison pour le 3H-D-aspartate 

(Figure 2.7) avec le vieillissement suggère que le fonctionnement du système 

de transport pour le Glu n'est pas altéré avec l'âge, ce qui n'exclut pas 

toutefois qu'il y ait des altérations de sa capacité d'adaptation. 

L'étude de l'effet de l'ammoniaque sur l'expression et la fonction de ces 

transporteurs a donné, dans une certaine mesure, des résultats 

contradictoires. Nous n'avons pas observé de changements notables des 

sites de capture pour le Glu chez les animaux jeunes ayant une APC 

(Figure 2.7). Ceci est en accord avec les résultats d'une étude montrant qu'il 

n'y a pas de changement de la capture du Glu dans les synaptosomes 

provenant de rats rendus chroniquement hyperammoniémiques par la ligature 

partielle de la veine porte suivie d'une ligature des voies biliaires (Maddison, 

J.E. et al. 1996). Cependant, un mois suite à une APC, l'immuno-marquage de 

GLT1/EAAT2 est augmenté dans la couche granulaire du cervelet alors que 

l'immuno-marquage de GLAST/EAAT1 est diminué dans la couche 

moléculaire (Suàrez, l. et al. 2000). L'immuno-marquage de GLT1/EAAT2 et 

de GLAST/EAAT1 était particulièrement intense sur les astrocytes directement 

en contact avec les cellules de Purkinje, laissant penser à un mécanisme de 

protection contre un afflux de Glu comme il a déjà été démontré in vitro suite à 

l'exposition chronique d'astrocytes à du Glu (Gegelashvili, G. et al. 1996). De 

plus, l'exposition de cultures d'astrocytes à des concentrations d'ammoniaque 

de l'ordre du millimolaire pendant 7 jours conduit à une baisse de la vitesse 

maximale de transport (Vmax) du Glu (Bender, A.S. et Norenberg, M.D. 1996) 

ainsi qu'à une baisse de l'expression de GLAST/EAAT1 (Chan, H. et al. 2000). 

Contrairement à une exposition chronique, une exposition aiguë à 
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l'ammoniaque entraîne généralement des changements à la baisse des 

différents types de transporteurs. Par exemple, une exposition aiguë de 

synaptosomes à l'ammoniaque provoque une chute du Vmax (Oppong, K.N. et 

aL 1995) ou encore une baisse de la composante stimulée par le K+ (Mena, 

E.E. et Cotman, C.W. 1985) de la capture du Glu. De manière similaire, on 

note un déclin de l'expression du sous-type GLAST/EAAT1 (Zhou, B.G. et 

Norenberg, M.D. 1999) et GLT1/EAAT2 (Norenberg, M.D. et a/. 1997) suite à 

l'exposition aiguë de cultures d'astrocytes à de l'ammoniaque. ln vivo, suite à 

l'induction d'une dégénérescence hépatique aiguë, on constate un 

abaissement autant au niveau de la liaison du 3H-D-aspartate, de l'ARNm que 

de la protéine GLT1/EAAT2 (Knecht, K. et al. 1997; Norenberg, M.D. et al. 

1997). Dans un même ordre d'idée, la baisse de la capture du Glu qui est 

observable dans les tranches d'hippocampe de rats normaux (Schmidt, W. et 

al. 1993; Schmidt, W. et al. 1990) ou d'humains morts des suites d'un coma 

hépatique (Schmidt, W. et al. 1990), suite à l'exposition à du sérum ou du LCR 

venant de patients encéphalopathes, est proportionnelle à la quantité 

d'ammoniaque contenue dans ces échantillons. 

Ces résultats mettent en évidence les différences entre une dégénérescence 

hépatique chronique ou aiguë sur les sites de capture pour le Glu et pourraient 

représenter une adaptation du cerveau à des niveaux accrus d'ammoniaque 

ou de Glu. 

Une augmentation de la concentration de Glu dans le LCR (Therrien, G. et 

Butterworth, R.F. 1991; Van Sande, M. et al. 1970; Vergara, F. et al. 1974; 

Watanabe, A. et al. 1984) ainsi que de la relâche du Glu (Butterworth, R.F. et 

al. 1991; Moroni, F. et al. 1983; Tossman, U. et al. 1987) a déjà été décrite 

dans l'EPS. Cette augmentation de la libération de Glu pourrait également 
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être le fruit d'une baisse de la capture ou d'un renversement du flux de Glu à 

travers le transporteur causé par une atteinte énergétique. Rappelons que le 

transport du Glu est dépendant du gradient ionique et des études ont déjà 

décrit un renversement du transport suite à un déficit énergétique (Gemba, T. 

et al. 1994). Cependant, un tel renversement semble improbable étant donné 

que dans notre modèle animal âgé, nous observons une augmentation de 

l'ULGC dans le thalamus (Tableau 2.2) alors qu'il y a une augmentation des 

sites de liaison pour le 3H-D-aspartate (données non montrées) suite à l'APC. 

Inversement, une augmentation de la capture du Glu pourrait occasionner une 

demande énergétique accrue. Chez les animaux âgés, nous observons plutôt 

une chute de l'ULGC dans le cortex (Tableau 2.2) concomitante à une 

augmentation des sites de liaison pour le 3H-D-aspartate (Figure 2.7) suite à 

l'APC. Ce phénomène pourrait s'expliquer par le fait que des cultures 

d'astrocytes, lorsqu'elles sont exposées à de fortes concentrations de Glu 

extracellulaire, vont utiliser ce Glu comme source d'énergie dans le cycle de 

Krebs (McKenna, M.C. et al. 1996; Swanson, R.A. et al. 1990). Cet effet est 

directement relié à la capture du Glu, étant donné qu'il peut être inhibé par des 

bloqueurs de la capture mais aucunement par des antagonistes des 

récepteurs glutamatergiques (Swanson, R.A. et al. 1990). 

Au niveau cortical, nous avons observé chez les animaux âgés anastomosés 

une augmentation simultanée de la liaison pour le 3H-D-aspartate 

(Figure 2.7) et du sous-type de transporteur du Glu GLT-1/EAAT2 

(Figure 2.8). Par contre, aucune variation des niveaux d'ARNm pour GLT-

1/EAAT2 (Figure 2.9) n'a pu être mise en lumière chez ces mêmes animaux, 

suggérant que l'effet de l'APC est post-transcriptionnel. Il est possible que les 

changements induits par l'anastomose rendent l'ARN plus stable, augmentent 
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sa lecture par les ribosomes ou encore réduisent la dégradation de la protéine 

GLT-1/EAAT2. 

Les mécanismes de régulation des différents transporteurs pour le Glu n'ont 

pas encore été tout à fait élucidés. Un des problèmes majeurs tient au fait que 

les conditions de culture des astrocytes ou des neurones, ainsi que leur 

provenance et leur maturité, ont tous un effet sur l'expression de ces 

transporteurs in vitro (Gegelashvili, G. et Schousboe, A. 1997). On sait que le 

fait de cultiver des neurones avec des astrocytes fait augmenter de beaucoup 

l'expression de GLAST/EAAT1 et GLT-1/EAAT2 chez ces derniers, via la 

libération par les neurones d'un facteur soluble (Schlag, B.D. et al. 1998). Il 

semble que l'augmentation de l'expression de ces transporteurs par le 

dibutyryl-CAMP (un activateur des protéines kinases cAMP dépendantes) et le 

facteur neuronal passent par des voies de signalisation convergentes mais 

leur effet n'est pas additif (Schlag, B.D. et al. 1998). Des données récentes 

laissent penser que les neurones sont en mesure de dicter partiellement 

l'expression astrocytaire de ces transporteurs en sécrétant un peptide (pituitary 

adenylate cyclase-activating polypeptide (PACAP)) qui active la protéine 

kinase A et C (Figiel, M. et Engele, J. 2000). 

Ces données montrent à quel point l'expression des transporteurs pour le Glu 

est sous un contrôle étroit, autant dans les neurones que les astrocytes. Il est 

fort possible que l'ammoniaque de manière directe ou indirecte puisse 

interférer avec une ou plusieurs des multiples facettes de ce contrôle. Comme 

déjà mentionné plus haut, l'effet de l'ammoniaque sur ces transporteurs 

semble être différent selon que l'exposition est aiguë ou chronique. De plus, 

lorsqu'on expose des cultures d'astrocytes de manière aiguë à des 

concentrations physiopathologiques de manganèse et d'ammoniaque, on 
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observe une réduction de la capture du Glu et les effets de ces deux composés 

semblent être cumulatifs (Hazell, A.S. et Norenberg, M.D. 1997). Comme le 

manganèse paraît être impliqué dans la pathogenèse de l'EPS (Pomier 

Layrargues, G. et al. 1998; Rose, C. et al. 1999; Spahr, L. et a/. 1996) et qu'il 

est augmenté dans le cerveau de rats vieillissants (Takeda, T. et al. 1996), il 

semble logique de penser que le manganèse, de concert avec l'ammoniaque, 

pourrait être impliqué dans les altérations des sites de transport de Glu 

observées ici avec l'âge chez les animaux ayant une APC. Malgré que de 

nombreuses études sur l'accumulation de manganèse dans les noyaux gris de 

la base de patients encéphalopathes aient été réalisées dernièrement, 

l'examen de l'influence de l'âge sur ce paramètre fait encore défaut. 

D'autre part, il existe des données à l'effet que le manganèse participe au 

stress oxydatif et à la formation de radicaux libres (Desole, M.S. et al. 1995; 

Sun, A.Y. et aL 1993). Il est également bien connu que le vieillissement 

provoque une augmentation de la production et/ou un déclin des moyens de 

défense de l'organisme contre les radicaux libres (Lynch, M.A. 1998; Peinado, 

M.A. 1998). De surcroît, les radicaux libres font interférence avec la capture du 

Glu (Piani, D. et al. 1993; Trotti, D. et al. 1996; Volterra, A. et al. 1994) 

possiblement par l'oxydation de groupements thiols sur la protéine (Hexum, 

T.D. et Fried, R. 1979). L'étude du stress oxydatif, des mécanismes de 

défenses anti-oxydants, ainsi que des concentrations de manganèse en 

fonction de l'âge et de l'APC, pourra peut-être élucider les mécanismes 

impliqués. 

Afin d'influencer la réponse post-synaptique, les transporteurs du Glu doivent 

réagir rapidement à l'augmentation du Glu dans la fente synaptique. Pourtant, 

malgré qu'ils nécessitent plus de 60 ms afin de compléter un cycle (Lester, 
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H.A. et al. 1996), leur inhibition conduit à une augmentation des courants 

excitateurs post-synaptiques, impliquant qu'ils sont en mesure d'influencer la 

concentration de Glu dans les premiers centièmes de ps (Ottersen, 0.P. et aL 

1998). 	Ceci conduit à l'hypothèse que dans un premier temps les 

transporteurs séquestrent rapidement le Glu puis ils le transportent à l'intérieur 

des astrocytes ou des neurones (Conti, F. et Weinberg, R.J. 1999). Donc, une 

variation de leur expression et du nombre de sites de liaison pour le Glu, 

représentés par le 3H-D-Aspartate, peut avoir une énorme influence tant sur le 

métabolisme du Glu que sur les courants post-synaptiques excitateurs. 

Pour conclure, cette augmentation des sites de capture pour le Glu chez les 

rats âgés ayant subi une APC n'est pas le fruit d'une augmentation du nombre 

d'astrocytes tels que le démontrent les comptes astrocytaires réalisés chez ces 

animaux (Résultats, Article 2). Ces modifications semblent représenter une 

adaptation du cerveau vieillissant aux effets de l'anastomose. 

3.4.2 Sites de liaison pour le 3H-MK801 et le 3H-AMPA 

Nos données montrent qu'il y a une baisse en fonction de l'âge de la liaison 

corticale du 3H-MK801, un composé se liant spécifiquement à l'intérieur du 

canal des récepteurs NMDA (Figure 2.10). La littérature à ce sujet est assez 

claire et montre qu'il y a une baisse des récepteurs NMDA dans le cortex avec 

l'âge (Magnusson, K.R. 1995; Magnusson, K.R. et Cotman, C.W. 1993a; 

Magnusson, K.R. et Cotman, C.W. 1993b; Mitchell, J.J. et Anderson, K.J. 1998; 

Peterson, C. et Cotman, C.W. 1989; Tamaru, M. et al. 1991). De plus on note 

une baisse de l'effet du Glu sur la liaison du 3H-MK801 à l'intérieur du canal, 

suggérant que la conformation ou la composition de ces récepteurs est 
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changée lors du vieillissement normal (Mitchell, J.J. et Anderson, K.J. 1998). 

En ce qui concerne les récepteurs AMPA, on note également une baisse avec 

l'âge mais de beaucoup moins grande envergure (Magnusson, K.R. 1997; 

Magnusson, K.R. et Cotman, C.VV. 1993a; Tamaru, M. et al. 1991). 

Pareillement, nos résultats montrent qu'il y a une tendance à la baisse des 

récepteurs AMPA avec l'âge, mais celle-ci n'a pas atteint le seuil statistique 

(Figure 2.11). 

Quoiqu'il y ait une légère tendance à la baisse des récepteurs NMDA et AMPA 

suite à l'effet de l'APC, celle-ci n'atteignait pas le seuil statistique 

(Figures 2.10 et 2.11). Ces résultats sont un peu à l'image des résultats 

contradictoires observés pour ces types de récepteur dans les différents 

modèles d'EPS. En effet, suite à une APC on a observé une diminution des 

sites de liaison pour le 3H-Glu pouvant être déplacés avec du NMDA dans la 

plupart des régions cérébrales tandis qu'aucun changement n'a été noté pour 

les récepteurs AMPA (Peterson, C. et al. 1990). Dans le même modèle animal, 

une baisse de l'immuno-marquage des sous-unités GluR2/3 des récepteurs 

AMPA a été notée dans les cellules de Purkinje alors qu'il y avait une 

augmentation des sous-unités GluR1 dans les astrocytes de Bergmann 

(Suàrez, I. et al. 1997). Par contre, chez des chiens ayant une APC 

congénitale, aucun changement au niveau des sites AMPA n'a pu être mis en 

évidence dans le cervelet (Maddison, J.E. et al. 1991), alors qu'il y avait une 

perte des sites AMPA de basse affinité dans le cortex (Maddison, J.E. et al. 

1991). Ces incohérences sont probablement liées aux différentes techniques 

utilisées ainsi qu'à la variabilité des modèles animaux étudiés. 
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3.4.3 Acides aminés dans le tissu cortical 

Nous avons observé une plus grande augmentation de l'accumulation de Gln 

dans le cortex de rats âgés suite à une APC (Tableau 2.5). Une pareille 

augmentation de l'accumulation de Gln a été notée dans des tranches de 

cerveau provenant de rats âgés comparativement à des jeunes lorsqu'on les 

expose à des concentrations grandissantes d'ammoniaque (Wallace, D.R. et 

Dawson, R.J. 1992). 

En outre, il a été démontré que l'ammoniaque tissulaire est augmenté 

(Kirzinger, S.S. et Fonda, M.L. 1978; Rajeswari, T.S. et Radha, E. 1984) et que 

la Gln est soit augmentée (Kirzinger, S.S. et Fonda, M.L. 1978), inchangée 

(Dawson, R.J. et al. 1989), ou légèrement diminuée (Rajeswari, T.S. et Radha, 

E. 1984) dans le tissu cérébral d'animaux sénescents. Nous avons noté une 

augmentation de la Gln de 100% entre les rats contrôles âgés et jeunes et une 

augmentation de 156% entre les rats ayant une APC âgés et jeunes 

(Tableau 2.5). Cette augmentation basale de Gln pourrait s'ajouter à la Gln 

venant de la détoxification de l'ammoniaque suite à l'APC. 

ll semble y avoir une contradiction entre l'augmentation de Gln que nous 

observons chez les rats âgés ayant une APC par rapport aux jeunes et le fait 

qu'il n'y ait pas de différence entre leur concentration d'ammoniaque 

plasmatique. On peut penser à certains mécanismes qui pourraient 

potentiellement êtres impliqués, soit: 

1) Une augmentation cérébrale de l'ammoniaque suite à une augmentation 

de la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique, par baisse du pH 

cérébral ou intracellulaire par exemple. 

2) Une augmentation de la production d'ammoniaque dans le cerveau ou 
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baisse de l'élimination de la Gln. 

3) Les mécanismes cellulaires impliqués dans le contrôle du cycle glutamate-

glutamine ou de la GS sont plus sensibles à une même dose 

d'ammoniaque chez les rats âgés. 

4) Un facteur autre que l'ammoniaque serait impliqué. 

Nous avons également discerné une légère baisse de la quantité de Glu dans 

le cortex des rats âgés contrôles (Tableau 2.5) ce qui est en accord avec les 

données de la littérature (Dawson, R.J. et al. 1989). 

Des études ont montré qu'il y a une augmentation du passage et du 

métabolisme de l'ammoniaque dans le cerveau de patients cirrhotiques 

(Lockwood, A.H. et al. 1991b) ainsi que chez les rats ayant une APC (Dejong, 

C.H. et al. 1993a, Gjedde, A. et al. 1978). Quoique les concentrations 

plasmatiques d'ammoniaque soient similaires entre les groupes anastomosés 

jeunes et vieux, il est possible qu'il y ait une altération de la perméabilité de la 

barrière hémato-encéphalique chez les vieux. 

3.5 PERSPECTIVES CLINIQUES ET PISTES DE RECHERCHES 

Bien que les résultats présentés ici soient en accord avec les données 

cliniques montrant qu'un âge avancé prédispose à l'EH, on se doit de tenir 

compte des limitations du modèle animal. Comme dans tout modèle animal, il 

existe des différences propres aux espèces comparées qu'on ne peut rejeter 

du revers de la main. À titre d'illustration, la consommation excessive d'alcool 
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sur de longues périodes produit fréquemment une cirrhose chez l'humain 

alors que chez le rat aucune cirrhose ne peut être induite de cette manière, 

peu importe la dose et la durée d'exposition. Toujours au chapitre des 

différences entre les espèces, on peut s'attendre à ce que le métabolisme 

énergétique cellulaire soit semblable chez la plupart des mammifères, mais il 

n'en va pas nécessairement de même pour la réponse au stress, les 

changements hormonaux ou certains autres mécanismes cellulaires. 

Ceci dit, les rats ayant une APC demeurent un excellent modèle d'EH 

chronique mais doivent être considérés pour ce qu'ils sont, c'est-à-dire une 

modélisation de l'atteinte humaine. Loin d'empêcher l'extrapolation chez 

l'humain, le modèle animal peut alors servir d'outil pour baliser les pistes de 

recherche cliniques. 

Une des découvertes majeures de cette étude est que le niveau plasmatique 

d'ammoniaque est identique chez les rats ayant une APC dans les deux 

groupes d'âge, bien qu'il y ait une plus grande vulnérabilité du groupe âgé à 

l'EH. Cette observation a des répercussions cliniques évidentes en ce qui 

concerne le contrôle de la concentration d'ammoniaque circulant chez les 

patients âgés. Elle soulève aussi la question de la perméabilité de la barrière 

hémato-encéphalique chez ces patients. Comme l'excellente étude de 

Lockwood (1991b), on devrait utiliser le PET avec le traceur 13N-ammoniaque 

afin de déterminer s'il y a une augmentation du produit de perméabilité-

surface de la barrière hémato-encéphalique chez les patients âgés. De la 

même manière, on pourrait calculer l'extraction cérébrale ou la différence 

artério-veineuse de l'ammoniaque et de son produit de détoxification, la Gln, 

chez des rats âgés ayant une APC. Cette information sur la perméabilité de la 

barrière hémato-encéphalique est extrêmement importante tant pour les 
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implications cliniques que pour notre compréhension de la pathogenèse de 

l'EH. 

S'il s'avérait que la perméabilité de la barrière hémato-encéphalique était plus 

grande chez les patients âgés ou que ceux-ci sont simplement plus sensibles 

à une même concentration d'ammoniaque, il est clair qu'une attention 

particulière devra être accordée aux niveaux plasmatiques d'ammoniaque. Le 

choix de la thérapie envisagée pour ce sous-groupe de patients sera alors 

difficile. En effet, le contrôle de l'hypertension portale par un TIPS provoque 

nécessairement une augmentation de la concentration d'ammoniaque 

circulant, quoiqu'on puisse minimiser cet effet en réduisant la taille de la 

dérivation portale. Par ailleurs, l'hypertension portale peut provoquer des 

varices cesophagiennes conduisant à des saignements gastro-intestinaux qui 

font également augmenter la charge d'ammoniaque. La cautérisation de ces 

varices par sclérothérapie permet de limiter quelque peu les saignements, 

mais s'ils réapparaissent chez un patient âgé, donc plus vulnérable, l'issue 

pourrait être plus grave que chez un patient plus jeune. 

Évidemment, la solution la plus souhaitable reste la transplantation hépatique 

orthotopique. Si cette avenue demeure la plus fiable, elle est surtout 

envisagée pour les patients avec une insuffisance hépatique fulminante. Vu la 

forte demande et le peu de donneurs, les délais d'obtention d'un foie pour fin 

de transplantation chez des patients ayant une atteinte chronique sont longs. 

S'il s'avère que les patients plus âgés sont plus sensibles à des niveaux 

plasmatiques d'ammoniaque élevés, comme le suggère la présente étude, et 

qu'en conséquence un TIPS ou une sclérothérapie sont trop risqués, on devra 

avoir recours à des stratégies de réduction de l'ammoniaque. Puisque la 

majorité de l'ammoniaque se retrouvant dans la veine porte provient de 
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l'activité bactérienne dans l'intestin, diverses stratégies ont été élaborées afin 

de réduire cette production ou accélérer son illimination. On peut par 

exemple, chercher à diminuer l'ammoniaque en contrôlant la diète, en 

réduisant la production intestinale, en favorisant son élimination ou encore en 

modifiant la flore intestinale. 

Il est assez simple de réduire l'apport de protéines dans la diète dans le but de 

limiter l'apport d'azote et la production d'ammoniaque. Sans entrer dans les 

détails, disons que le contrôle de la production d'ammoniaque peut se faire via 

l'utilisation d'antibiotiques comme la néomycine, bien que le traitement à long 

terme (plus d'un mois) pose parfois certains problèmes de néphrotoxicité 

(Ferenci, P. 1991). D'autres antibiotiques sont toutefois disponibles, comme le 

métronidazole, l'aminopénicilline et la vancomycine. On peut également 

contourner le cycle de l'urée par l'administration de benzoate de sodium qui a 

la propriété de se lier à la glycine, elle-même en équilibre avec l'ammoniaque 

plasmatique, afin de former de l'hippurate. L'effet net du benzoate de sodium 

est donc d'acheminer l'azote provenant de l'ammoniaque vers la glycine et 

l'hippurate qui est un composé fortement excrété par le rein (Mendenhall, C.L. 

et a/. 1986). 

Si les patients plus âgés sont effectivement plus vulnérables et développent 

plus facilement les symptômes de l'EH, on devra veiller à dépister les premiers 

signes de l'évolution de la maladie. Des tests de dépistage très sensibles, 

comme le " trail score test " où l'on demande au patient de relier rapidement 

par une ligne des points numérotés, peuvent être utilisés afin de réagir 

promptement à tout signe d'aggravation de l'état neurologique. Ces tests ne 

sont pas forcément utilisés dans la pratique de tous les jours, mais seront peut-

être nécessaires pour assurer le suivi des patients plus vieux. 
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À la lumière des données d'ULGC chez les rats âgés ayant une APC, il serait 

intéressant de vérifier si la redistribution du métabolisme cérébral des régions 

corticales vers le thalamus, déjà observée chez les patients encéphalopathes 

(Lockwood, A.H. et al. 1991a; 1993), est plus étendue ou plus sévère en 

fonction de leur âge. Malgré des efforts de recherche soutenus sur la cause 

de ces dérangements métaboliques chez les patients atteints d'EH, on ne 

connait encore que très peu de choses à ce sujet. Toutefois, on s'accorde 

pour dire qu'ils pourraient être la cause des déficits de perception visuo-

spaciale qui limitent la capacité de ces patients à accomplir des tâches comme 

la conduite d'une voiture (Lockwood, A.H. et al. 1993). L'utilisation du PET et 

du traceur 18F-désoxyglucose chez des patients encéphalopathes classés en 

fonction de leur âge, pourrait ouvrir de nouveaux horizons de recherche et 

déboucher potentiellement sur des applications cliniques. 

Il est manifeste que les changements observés lors de l'EH sont 

principalement astrocytaires et les observations rapportées dans le présent 

ouvrage vont en ce sens. Toutefois les mécanismes conduisant à l'apparition 

d'astrocytose Alzheimer de type 11 ne sont toujours pas élucidés. 11 apparaît 

évident que les efforts de recherche devraient se concentrer sur les sous-

compartiments de l'astrocyte où l'on observe les changements les plus 

convaincants, comme le noyau et la mitochondrie. À ce titre, il est fort 

intéressant de constater que les changements d'ULGC et de densité des RBTP 

décrits ici, ont comme substrat, la mitochondrie. 

Néanmoins, on est en droit de se demander si l'augmentation du nombre de 

sites de liaison pour le 3H-PK11195 chez les animaux ayant une APC est le 

reflet d'une augmentation du nombre de sites par mitochondrie ou représente 

une augmentation du nombre de mitochondries par astrocyte. Rappelons que 



195 

dans les astrocytes Alzheimer de type II on note une augmentation du nombre 

de mitochondries. Cette augmentation pourrait être une tentative de la cellule 

de combler le déficit engendré par un métabolisme énergétique compromis 

par l'ammoniaque. Une expérience toute simple, que nous n'avons pas pu 

réaliser faute de temps et de tissu, pourrait nous fournir la réponse. Il suffirait 

d'isoler par centrifugation différentielle les mitochondries d'une région 

cérébrale riche en astrocytes Alzheimer de type II, puis de mesurer la 

consommation de glucose ou la densité des sites de liaison pour le 
3H-PK-11195. En exprimant les résultats en fonction de la quantité de 

protéines mitochondriales, on pourrait avoir une idée plus précise de l'effet de 

l'APC sur la mitochondrie. 

Pareillement, l'utilisation d'émulsion photographique directement sur les 

tranches de tissu permettrait de visualiser la localisation cellulaire, ou même 

subcellulaire, des changements que nous avons observés par 

autoradiographie traditionnelle. Quoique plus longue et techniquement plus 

difficile, cette approche aurait l'avantage de mettre en lumière les 

changements dans leur contexte cellulaire en évitant la dilution du signal au 

niveau d'une région cérébrale entière. 

Si la présente étude a le défaut d'avoir abordé la question de la vulnérabilité 

des rats âgés à l'EH sous différents angles, ne permettant pas nécessairement 

de tisser des liens serrés entre les divers résultats, elle a néanmoins 

l'avantage de montrer qu'à plusieurs niveaux les rats âgés ont une atteinte 

plus grande que les jeunes suite à l'APC. 
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3.6 CONCLUSIONS 

1- Nos données montrent qu'il y a une baisse de l'activité ambulatoire 

spontanée nocturne chez les rats ayant une APC des deux groupes d'âge, 

en accord avec la littérature sur ce modèle animal jeune adulte 

(Figure 2.1). Une baisse significative de l'activité ambulatoire spontanée 

diurne a également été notée chez les vieux animaux ayant subi une APC 

comparativement à leur groupe contrôle. Ce changement comportemental 

pourrait être le reflet d'une plus grande vulnérabilité des animaux âgés aux 

effets d'une APC. 

2- L'atrophie hépatique suite à l'APC était de la même ampleur chez les 

animaux âgés et jeunes adultes (Tableau 2.1). L'augmentation de 

l'ammoniaque plasmatique était également équivalente chez les deux 

groupes d'âge ayant subi la dérivation portale, (Tableau 2.1). De la même 

manière, l'APC a conduit à une réduction de la pression artérielle, à une 

baisse du glucose sanguin, à une baisse de la pression partielle du CO2  et 

à une hausse de la pression partielle de l'oxmène de la même envergure 

chez les animaux âgés ou jeunes adultes (Tableau 2.1). 

3- Une astrocytose Alzheimer de type II a été notée dans le cortex de rats âgés 

suite à l'APC (Figure 2.3). L'astrocytose Alzheimer de type II a été 

observée sporadiquement chez les jeunes rats adultes ayant une APC 

alors qu'ils avaient des niveaux plasmatiques d'ammoniaque équivalents 

au groupe âgé correspondant. Il est possible que l'âge per se augmente 

la production d'ammoniaque cérébral ou limite sa détoxification, comme 

l'indique la littérature, et qu'un surcroît d'ammoniaque venant de l'APC soit 

suffisant pour induire une astrocytose Alzheimer de type II. Par contre, 

aucun changement au niveau du nombre d'astrocytes n'a été observé dans 
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le cortex chez tous les groupes. 

4- Une baisse significative de l'ULGC a été observée dans le cortex frontal des 

jeunes rats adultes, 4 semaines après une APC (Tableau 2.2). Chez les 

vieux animaux, l'APC s'est traduite par une baisse plus étendue de l'ULGC 

dans le cortex frontal et fronto-pariétal ainsi que par une augmentation 

dans le thalamus (Tableau 2.2). Ces changements surviennent alors que 

l'augmentation d'ammoniaque plasmatique chez les groupes ayant une 

APC n'est pas significativement différente entre les jeunes et les vieux, 

quoiqu'une augmentation basale de l'ammoniaque cérébrale en raison de 

l'âge n'ait pas été exclue. Ces altérations des patrons d'ULGC avec l'âge 

chez les animaux ayant une APC pourraient être la conséquence d'un 

débalancement au niveau des neurotransmetteurs. 

5- Nos résultats montrent qu'il y a une augmentation de la liaison du 
3H-PK11195, un ligand spécifique des RBTP, reliée tant à l'âge qu'à l'effet 

de l'APC (Tableau 2.4). Comme le nombre d'astrocytes corticaux n'a pas 

augmenté chez ces animaux, cette augmentation de la liaison du 
3H-PK11195 suggère qu'il y a une augmentation du nombre de RBTP par 

astrocyte. L'augmentation du nombre de RBTP suite à l'APC chez les 

jeunes adultes est en accord avec la littérature sur le sujet. Étant donné 

que les RBTP ont été impliqués dans la production de neurostéroïdes, et 

par le fait même dans le contrôle de l'excitabilité du système nerveux 

central, leur augmentation pourrait être reliée à la plus grande prévalence 

de l'EPS observée chez les patients âgés suite à un TIPS. 

6- Une augmentation des concentrations de Gln et, dans une moindre mesure, 

de Glu a été noté dans le tissu cortical des rats des deux groupes d'âge 

suite à une APC (Tableau 2.5), cette hausse étant plus grande chez les 
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vieux animaux. Les concentrations tissulaires de tous les autres acides 

aminés étudiés n'ont pas été modifiées ni en fonction de l'âge, et ni en 

fonction de l'APC (Tableau 2.5). 

7- Suite à une APC chez les rats âgés, nous avons observé une augmentation 

significative de la liaison du 3H-D-aspartate aux transporteurs de Glu 

corticaux (Figure 2.7) et une augmentation concomitante de l'expression 

de GLT-1/EEAT2, un sous-type de ces transporteurs (Figure 2.8). Cette 

augmentation de GLT-1/EEAT2 au niveau de la protéine ne s'est pas 

accompagnée d'un changement au niveau de l'ARNm suggérant que le 

mécanisme impliqué est post-transcriptionnel (Figure 2.9). Une telle 

augmentation ne fut pas observée chez les jeunes rats adultes suite à 

l'APC, suggérant que les animaux âgés sont plus vulnérables aux effets de 

l'APC. 

8- La liaison des ligands 3H-MK801 (Figure 2.10) et 3H-AMPA (Figure 2.11) 

ne fut pas significativement altérée dans le cortex suite à l'APC dans les 

deux groupes d'âge. Ceci laisse à penser que l'augmentation de Glu 

observée dans le tissu cortical est intracellulaire et n'a pas d'effet sur les 

récepteurs NMDA et AMPA des membranes cellulaires. 

En conclusion, on peut dire que l'ensemble des données présentées ici 

montre qu'il y a une plus grande vulnérabilité aux effets de l'APC chez les rats 

âgés comparativement aux jeunes rats adultes. Une des découvertes 

majeures de notre étude vient du fait que les changements observés chez les 

rats âgés suite à une APC, sont tous plus ou moins présents chez leur 

contrepartie jeune. 11 apparait donc que la plus grande présence d'EH chez 
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les rats âgés soit le fruit d'une plus grande expression des mécanismes 

impliqués chez les jeunes, et non pas le résultat d'un épiphénomène. Le 

cerveau âgé semble être, en conséquence, plus vulnérable aux effets de 

l'APC de façon intrinsèque. 

En accord avec cette interprétation, les rats âgés à qui l'on a fait subir une APC 

ont exhibé une plus grande quantité d'astrocytes Alzheimer de type II, des 

changements plus étendus d'ULGC, une quantité plus grande de RBTP, une 

augmentation de Gln cérébrale et une augmentation des sites de capture pour 

le Glu, malgré qu'ils n'aient pas d'augmentation plus marquée d'ammoniaque 

plasmatique. 

L'ensemble de ces données renforce la vision selon laquelle l'EH est une une 

atteinte astrocytaire et mitochondriale. En effet, on retrouve une quantité 

accrue de mitochondries dans les astrocytes Alzheimer de type II et 

l'utilisation du glucose ainsi que les récepteurs pour les benzodiazépines de 

type périphérique se retrouvent au niveau de la mitochondrie. Il est 

intéressant de noter que l'accumulation de manganèse, dont ont retrouve des 

concentrations appréciables dans les noyaux gris de la base lors d'EH, 

semble être également mitochondriale. 

L'ampleur plus grande des changements observés chez les animaux âgés 

suite à l'anastomose, vient confirmer les données cliniques indiquant qu'il y a 

une plus grande prévalence de l'EH chez les patients plus âgés. Outre les 

implications cliniques en ce qui a trait au choix de la thérapie pour les patients 

âgés, ces données indiquent que le vieillissement normal du cerveau entraîne 

des changements cellulaires prédisposant à l'EH. 

Ces nouvelles données ajoutent à notre compréhension du phénomène de 
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l'EH, mais soulèvent aussi de nombreuses questions en ce qui a trait aux 

mécanismes cellulaires qui en sont responsables et de leur plus grande 

sensibilité chez les patients âgés. 
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