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INTRODUCTION

Le but de notre travail est d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires affectés
par la stimulation ¢électrique a haute fréquence (SHF). Afin de mieux situer ce travail et ses
motivations, il est important de revenir sur les bases de la maladie de Parkinson qui est le
point de départ de I’introduction de la neurostimulation cérébrale a haute fréquence, puis de

discuter les travaux déja publiés dans le domaine de 1’étude des mécanismes de la SHF.

| -1 MALADIE DE PARKINSON

I — 1 -1 Historique

En 1817, James Parkinson (1755-1827), décrivit pour la premicre fois un trouble moteur
particulier. Les principaux symptomes consistaient en un ensemble de troubles posturaux
accompagnés d’un tremblement. Charcot (1880) désigna cette atteinte fonctionnelle sous le
nom général de maladie de Parkinson (MP).

La MP atteint environ 1,5 % - 2,0 % de la population agée de plus de 65 ans en Europe
et aux Etats-Unis.

Au cours d’études anatomopathologiques, Lewy (1913) constata la présence
d’inclusions cytoplasmiques, les corps de Lewy dans la substance noire de malades
parkinsoniens. La dégénérescence observée au cours de la maladie de Parkinson affecte en
effet préférentiellement les neurones dopaminergiques formant la voie nigrostriatale de la
substantia nigra pars compacta (SNc). Cette dénervation dopaminergique est a 1’origine du
syndrome moteur de la MP. La neurodégénérescence concerne aussi différents noyaux
catécholaminergiques et sérotoninergiques du cerveau et du tronc cérébral.

La vitesse de dégénérescence des neurones de la voie nigro-striée dopaminergique est

deux fois plus rapide chez le sujet parkinsonien que lors du vieillissement normal (Agid et al
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1991). Ce processus se répercute au niveau du striatum qui est alors moins alimenté en
dopamine. Ehringer et Hornykiewicz (1960) sont les premiers a rapporter une diminution
importante du taux de dopamine au niveau de la SNc et du striatum. Les symptomes de la
maladie apparaissent alors que le processus dégénératif a déja atteint 50 % a 60 % de la
population neuronale dopaminergique au sein de la SNc¢ et que la concentration en dopamine

striatale est abaissée d’environ 70 % (Agid et al, 1987).

I - 1 -2 Symptomatologie
Un syndrome Parkinsonien se caractérise cliniquement par 1’association plus ou moins
compléte d’une akinésie (bradykinésie), d’une rigidit¢ (hypertonie musculaire) et d’un

tremblement de repos.

| - 1-3 Les causes

La maladie de Parkinson idiopathique est caractérisée par une dégénérescence des
noyaux du cerveau et des voies extrapyramidales qui contrélent la motricité volontaire.
L’étiologie reste inconnue. Différentes causes sont évoquées, dont les facteurs
environnementaux (des pesticides, des herbicides), les facteurs génétiques (formes familiales

parkin et I’a-synucléine) et les toxines.
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I -2 LES TRAITEMENTS
Le traitement de premiére intention est médicamenteux (la levodopa, les inhibiteurs de
la dégradation de la dopamine, les agonistes dopaminergiques, les libérateurs de dopamine...),

puis dans les formes plus évoluées, neurochirurgical.

I -2 -1 Le traitement pharmacologique

Le traitement pharmacologique vient en premier lieu. La tyrosine est le point de départ
de la voie de synthése de dopamine. Elle est hydrolysée en dihydroxyphénylalanine (dopa)
grace a la tyrosine hydroxylase (TH), enzyme limitant de ce métabolisme. La dopa est alors
décarboxylée par la dopa-décarboxylase pour synthétiser la dopamine. six classes de
médicaments sont principalement disponibles : la levodopa, les agonistes dopaminergiques,
les anticholinergiques, ’amantadine, les inhibiteurs de la monoamine-oxydase B (MAO-B) et

les inhibiteurs de la catechol-O-methyltransferase (COMT) (Pollak 1997).

I — 2 -2 Le traitement neurochirurgical

I -2-2-1Lachirurgie

Les premicres interventions étaient particulierement invasives avec des résections de
parties du cortex responsable du mouvement. Par la suite, la source des manifestations de la
maladie a été mieux localisée au niveau des noyaux gris centraux ou ganglions de la base. Des
thalamotomies et pallidotomies ont été pratiquées pendant les années 1950 a 1960 (Cooper
and Bravo, 1958). Vers 1970, la levodopa a fait son apparition et s’est avérée si efficace que
les recours a la chirurgie ont diminué. Depuis les années 1990, la pallidotomie a recommencé
a étre pratiquée, non plus pour les problémes de rigidité, mais pour tenter de contrecarrer les

dyskinésies qui surviennent aprés une exposition prolongée a la levodopa et aux autres agents
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parkinsoniens (Jankovic et al, 1995). Quant a la thalamotomie, elle continue a étre
recommandée pour les tremblements séveres (Gray et al, 2002), excepté dans le cas des
ablations Dbilatérales induisant des complications irréversibles d’ordre cognitif et
neuropsychologique.

La neurochirurgie fonctionnelle a permis une approche thérapeutique non Iésionnelle a
travers la stimulation cérébrale profonde (SCP) a haute fréquence (HF) qui a été effectuée tout
d’abord dans le thalamus (VIM : noyau intermédiaire ventral du thalamus) (Benabid et al,
1987 ; 1989) puis par la suite dans le noyau subthalamique (NST) (Benabid et al, 1998 ;
Krack et al, 1998) et le pallidum (Gpi : Globus pallidus interne) (Siegfried and Lippitz, 1994 ;
Krack et al, 1998). L’efficacité de la neurostimulation en fait le traitement de référence dans

les formes sévere de MP ; avec un recul maintenant important.

I —2 -2 -2 Les essais thérapeutiques en cours : Greffes et thérapie genique

Les greffes restent une thérapeutique expérimentale chez I’homme, 1’efficacité observée
dans les modeles animaux n’ayant pas encore été confirmée (Brundin et al 2001 ; Hagell et al
2001).

Trés récemment, la thérapie génique a été utilisée chez le rat, puis appliquée a I’homme,
pour transformer le noyau subthalamique, qui est glutamatergique, en noyau GABAergique
par transfection in situ du géne de la GAD (glutamate décarboxylase) a 1’aide d’un vecteur
viral (AAV, adénovirus associatif virus) (Bowers et al, 1997 ; Luo et al, 2002).

Des essais d’infusion locale de GDNF (Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor) ont
aussi été réalisés avec succes chez I’animal puis chez ’homme. Les premiers résultats étaient
proches de I’efficacité de la neurostimulation, mais ’essai thérapeutique vient d’étre arrété en

raison d’une toxicité immunoallergique (Gill and Svendsen et al 2003).
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| -3 LASTIMULATION ELECTRIQUE A HAUTE FREQUENCE

I — 3 -1 Historique de la SHF

Les études ¢lectrophysiologiques ont permis de mettre en relation le tremblement
parkinsonien avec un « pattern» spécifique de décharge des neurones du VIM. Le
tremblement est complétement supprimé par destruction de cette structure cérébrale (Riechert
et al, 1973 ; Cooper et al, 1977). Malheureusement, 1I’imprécision de cet acte chirurgical est
son caractére lésionnel est a 1’origine de complications, telles que des déficits moteurs
aggravés par le caractére irréversible des 1ésions ou des récidives quand la taille de la 1ésion
était insuffisante (Cooper et al, 1965) et parfois méme, de troubles neuropsychologiques lors
d’interventions bilatérales (Bravo et al, 1967), pourtant souvent nécessaires quand les malades
ont des symptdmes bilatéraux.

L’investigation des structures cibles par 1’¢lectrophysiologie a mis en évidence la
disparition du tremblement lors de la stimulation a haute fréquence du VIM. (Benabid et al,
1987 ; 1989 ; 1996 ; 2002) ont été les premiers a démontrer 1’effet bénéfique de la stimulation
a haute fréquence chronique de ce noyau sur le tremblement parkinsonien permettant ainsi de
remplacer la thalamotomie. Cette neurochirurgie thérapeutique non destructrice
« fonctionnelle » a été introduite pour la premiére fois a Grenoble (Benabid et al, 1987).
Contrairement aux techniques ablatives qui présentent des risques d’effets secondaires
irréversibles, la SHF est réversible et modulable.

Devant les résultats spectaculaires de la SHF dans le traitement du tremblement
parkinsonien et du tremblement essentiel, et aprés la mise en évidence chez le singe du role
crucial du noyau subthalamique (NST) dans la MP, la SHF a été appliquée au NST chez

I’homme (Limousin et al 1995 ; Benabid et al 2000 ; Krack and Pollak 2003).
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Les résultats ont ¢té remarquables et en ont fait a ce jour le traitement chirurgical de
référence des formes avancées de la MP. Pour mieux comprendre sa responsabilité¢ dans les
manifestations motrices et envisager son implication dans la MP, nous devons rappeler
certains aspects anatomo-fonctionnels du NST.

Au sein du cerveau, le cortex, le diencéphale et le mésencéphale se trouvent reliés par
un ensemble de structures sous-corticales, qui, connectées les unes aux autres, constituent le
circuit des noyaux gris centraux ou ganglions de la base. Le NST est un de ces noyaux gris
centraux. C’est une petite structure cérébrale, présentant une forte densité cellulaire et située
entre le zona incerta et le pédoncule cérébral. De chaque co6té du noyau, il y a 25.000
neurones chez le rat et 560.000 neurones chez I’homme. Leurs volumes sont respectivement

de 0,8 mm’ et de 240 mm’® (Hamani and Lozano et al 2004).

Fromtal Cortex Frontal Cortex
N Striabum - Striabum ~
r ! ! —
Indirect /L Direct /0, Indirect /L ‘ Direct /0,
,*GPE ‘I GPe
[ i —
SHC 1 SHC |
YsTH TSTH L. — -
GPi'SHR ¥ GPi'SHR z
[
Thalamus Thalamus
- =
. Dopamine
Glotamate (excitaon’ °—t='(exc'rtat-:urg.r D) receptors)
. Dopamine
GABA(nhibitary) (inhibitatory 0, receptors)

Figure I-1 Schéma modifié de [’organisation fonctionnelle des ganglions de la base
d’apres Alexander et Crutcher (1990).

Schéma : Modele fonctionnel des ganglions de la base chez des sujets sains (gauche) et
chez des patients parkinsoniens (droite). D1 et D2 : récepteurs dopaminergiques. GPe :

Globus pallicus externe. GPi : Globus pallidus interne. STN : noyau sub-thalamique. SNC et
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SNR : substance noire pars compacta et pars reticulata. Thalamus : comprend la région
ventro-latérale et antérieure ventrale. Cortex : inclut les aires motrices et le cortex prémoteur.

GABA: acide y-aminobutyrique.

Plusieurs études (Mitchell and Crossman et al; 1986) suggérent que la diminution de
dopamine dans la MP a pour conséquence finale une augmentation de 1’activité inhibitrice de
I’efférence des ganglions de la base vers le thalamus. L’activité du pallidum interne et celle de
la substance noire pars reticulata, qui sont GABAergiques, seraient ainsi augmentées. Comme
nous 1’avons vu précédemment, d’apres le schéma ci-dessus (Figure I-1), au niveau du
striatum, la dopamine a un double effet, grace a la présence sur les neurones striataux de deux
types de récepteurs, D1 et D2. D’une part, la dopamine active les neurones striataux
exprimant des récepteurs D1 de la voie directe, qui inhibent les structures de sortie. La
déplétion en dopamine induira donc une désinhibition des structures de sortie en réduisant
I’influence inhibitrice de la voie directe qui coexprime le GABA et la enképhaline. D’autre
part, au travers de 1’activation des récepteurs D2, la dopamine inhibe les neurones striataux,
projetant sur le Gpe, qui coexpriment GABA et enképhalines. Ceci aboutit a une levée de
I’inhibition exercée par ce dernier sur le NST qui devient alors hyperactif. L’augmentation de
I’activité des neurones du NST exerce, par le biais de leur neurotransmetteur endogéne, le
glutamate, un effet activateur pathologique sur les neurones de la substance noire pars
reticulata et du globus pallidus interne. L’activité finale de ces neurones est accrue du fait de
I’hyperactivation venant de la voie indirecte par le biais du NST glutamatergique et de la perte
d’inhibition Gabaergique qui venait du striatum par la voie directe.

Les structures afférentes et efférentes sont directement connectées par la « voie directe »
monosynaptique et indirectement par la « voie indirecte », passant par le Globus pallidum
externe. La principale structure d’entrée du réseau des GB est le striatum qui est la cible

majeure des projections, celles d’origine corticale, d’origine thalamique et les projections DA
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de la SNc. Le NST recoit également les afférences glutamatergiques issues du cortex et du
noyau centre médian-parafascicularis (CM-Pf). Les principaux noyaux de sortie des GB,
SNr/GP1i, envoient leurs projections GABAergiques vers le thalamus qui a des connections
glutamatergiques réciproques avec le cortex. La dopamine nigrostriatale a un effet double,
puisqu’elle active, au travers des récepteurs de type D1, les neurones de la voie directe et
augmente ainsi la sortie inhibitrice striatale vers le SNr/GP1i, et qu’elle inhibe au travers des
récepteurs D2, les neurones de la voie indirecte réduisant ainsi I’inhibition striatale du GPe.
Ainsi, les effets opposés de la dopamine sur ces deux voies tendent en fait vers le méme effet:
la réduction de I’inhibition des neurones thalamocorticaux qui aboutit a la facilitation des
mouvements initiés au niveau du cortex.

C’est par une altération de ce mécanisme que la déplétion en dopamine est vrai-
semblablement responsable des troubles moteurs observés dans la MP. La dénervation
dopaminergique aboutit a un accroissement de 1’activité de la voie indirecte qui induit une
inhibition du GPe, la subséquente désinhibition des NST et GPi/SNr aboutissant a une
réduction de I’activité via la voie inhibitrice directe. Le résultat final est un accroissement de
I’output GABAergique de GP vers le thalamus qui aboutit a un accroissement de 1’inhibition

des neurones thalamocorticaux.

| -3 -2 Les parametres de la SHF

Apres I’implantation d’électrodes, la stimulation est appliquée a 1’aide d’un générateur
de courant (pacemaker placé sous la clavicule) relié aux <¢lectrodes implantées intra
cérébralement (Figure I-2). Cette opération est pratiquée a 1’aide de I’Imagerie par Résonance
Magnétique (IRM), de la ventriculographie et des techniques électrophysiologiques

d’enregistrement et de stimulation par microélectrodes.
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Figure 1-2 Dispositif de stimulation cérébrale profonde. Document issu du CHU de
Grenoble.

Le systeme se compose d’un générateur de courant (pacemaker) relie a une (ou
plusieurs) électrodes implantées dans le NST. Les photos en haut représentent la mise en
place d’un systeme bilatéral avec des électrodes de chaque coté. A gauche en haut : vue
antéro-postérieure. A droite en haut : vue latérale. En bas : deux générateurs sont placés

dans les régions sous-claviculaires.

La stimulation a réellement amélioré la qualité de vie des patients en agissant sur la
triade des symptomes de la maladie de Parkinson : le tremblement, la raideur et I’akinésie.
Elle peut étre unilatérale dans le cas de tremblements unilatéraux chez des patients

parkinsoniens, mais la chirurgie est plus généralement bilatérale en ce qui concerne la cible
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sub-thalamique. Les plots de contacts sont choisis en fonction des résultats obtenus lors de
I’optimisation des parametres électriques. En moyenne, les parametres appliqués sont les
suivants :

e Stimulation cathodique intracérébrale

e Monopolaire

e La fréquence des impulsions électriques est, en pratique, de 130 Hz (la durée entre
deux impulsions est 7,7 ms) a 185 Hz

e La largeur des impulsions est de 60 a 120 ps

¢ La tension électrique est de 1 a 3 volts.

(Benabid and Pollak et al. 1991; Limousin et al. 1995; Limousin et al. 1998)

La stimulation haute fréquence mime les effets d'une 1ésion dans le noyau Vim du
thalamus. L'effet est « fréquence dépendant », et ne devient significatif qu’au-dela de 100Hz.
La constatation est la méme concernant les GP et les NST. La tendance est a la stimulation de
NST, considérée comme plus efficace que celle de GPi, méme si aucune étude ne I'a prouvé.

L’utilisation de la SHF s’est ensuite étendue a d’autres pathologies comme les dystonies,
I’épilepsie (Benabid et al 2001, Lozano et al 2004), les troubles obsessionnels compulsifs
(TOC) (Nuttin et al 1999, Mallet et al 2002), les «cluster headache» (Leone and Franzini et al

2004) et la dépression (Lozano, Neuron, sous presse, communication personnelle).

I - 3 -3 L’efficacité de la SHF dépend de la fréquence

L’efficacité de la DBS (deep brain stimulation) sur les symptomes de la MP dépend de
la fréquence (Benabid et al 1991, 1994, Moro et al 2002). L’effet bénéfique sur le
tremblement commence a des fréquences supérieures a 60 Hz ; 130 a 185 Hz est une gamme

de fréquence couramment appliquée pour la MP, et disponible sur les stimulateurs
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commerciaux. La stimulation électrique est efficace dans la région de NST, pour une
fréquence au moins égale a 100 Hz, et dans le Pallidum au-dessus de 80 Hz (Wu et al, 2001).
Il y a une relation liné€aire avec 1’intensité jusqu'a apparition de mouvements anormaux.

Il n’y a pas d’effet majeur sur la largeur d’impulsion.
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| -4 ETUDE DES MECANISMES DE LA STIMULATION ELECTRIQUE A HAUTE
FREQUENCE

Les mécanismes de la stimulation restent peu étudiés et restent trés discutés contrastant
avec sa remarquable efficacité thérapeutique. Le fait qu’une stimulation électrique d’une
structure neuronale entraine des effets de type inhibiteur n’est pas aisément conciliable avec le
fait que la stimulation électrique est en général considérée comme excitatrice. L’apparente
identité entre les effets de la 1ésion du NST et de la SHF du méme noyau a fait évoquer une
hypothese inhibitrice, vite génératrice d’une polémique entre les partisans de 1’inhibition ou
au contraire de 1’activation. Il est important de reprendre en détail, les résultats, souvent
discordants, des différentes études publiées, pour mieux appréhender les problémes
méthodologiques et mettre en évidence la nécessité d’approches physiopathologiques
nouvelles visant a progresser, au-dela de la polémique, dans la compréhension
physiopathologique de la SHF.

Trois approches différentes et complémentaires ont ét¢é menées: des études

¢lectrophysiologiques, des études neurochimiques et plus nouvelles des études moléculaires.

1 -4 -1 Les données électrophysiologiques

Une hyperactivité électrophysiologique des neurones glutamatergiques de NST a été
décrite dans les modeles Iésionnels de maladie de Parkinson, accompagnée d’une
hyperactivité des structures de sortie, SNr et GPi (EP chez le rat). Chez le rat 6-OHDA, la
destruction du NST ou la SHF du NST entraine une diminution de 1’activité spontanée de la
SNr, une suppression de 1’activité spontanée du EP et une augmentation de 1’activité GP
(Burbaud 1995, Benazzouz, 1995). Ces résultats sont obtenus pour des intensités supérieures
a 300puA. Chez les singes MPTP, la 1ésion du NST induit aussi une diminution de I’activité

pallidale (Hamada 1992, Guridi 1994). Ces études électrophysiologiques sont réalisées
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immédiatement aprés la stimulation, chez des animaux anesthésiés. Plusieurs études
¢lectrophysiologiques ont confirmé ces données au niveau du NST, comme du GPi
(Dostrevsky et al 2000, Boraud et al 1995), ainsi qu’une étude réalisée sur tranche toujours au
niveau du NST (Magarinos et al 2002).

Le travail de Hashimoto (2003) vient contredire ces données en faveur de 1’hypothése
inhibitrice, en montrant chez le singe MPTP, une activation des efférences du NST au niveau
du GPe et du GP1i, en utilisant des voltages supérieurs a 2 volts.

L’équipe du Dr Hammond (Garcia et Hammond 2003) obtient des résultats associant
I’hypothése inhibitrice et activatrice. Elle a réalisé une étude électrophysiologique sur tranche
de tissu, déplétée en dopamine, avec une technique de suppression des artefacts permettant un
enregistrement électrophysiologique pendant la stimulation. Les enregistrements effectués
montrent un effet double : d’abord une suppression de 1’activité spontanée du NST, puis en
parallele la genése d’une activité induite par la stimulation, comprenant des bouffées de
« spikes » de 64-84 HZ. Cet effet est observé sur un temps maximum de 2 heures sans
adaptation, il est reversible, post-synaptique car indépendant de la suppression GABAergique
ou aminergique. Il semble faire intervenir une activation des canaux Na+, L-type Ca2+
responsables de I’entrée de Na et des bouffées de « spikes ». Ces résultats sont un peu
paradoxaux, car ils impliquent des phénomenes d’activation/inhibition réputés incompatibles.
Ces données sont enfin contradictoires avec celles publiées par Dostrevsky et Magarinos, qui
ont utilisé des amplitudes de stimulation plus faibles (5-80 mA et 0.2 a 1 mA) afin d’éviter les
artefacts. Ces paramétres plus faibles ne permettraient pas la dépolarisation membranaire via
I’activation des canaux Na+. Hashimoto, en accord avec C Hammond, utilise lui aussi des
amplitudes plus fortes (3V). Les mécanismes proposés pour expliquer les résultats de ce
travail pourraient impliquer la stimulation des afférences GABAergiques au niveau du NST et

le relargage de GABA (Beurier 2001), alors que I’activation pourrait elle s’expliquer par
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I’activation des terminaisons glutamatergiques en accord avec les résultats de montrant une
augmentation du glutamate. Cependant la neutralisation de ces deux ¢léments ne modifient
pas les patterns electrophysiologiques obtenus, de la méme fagon que la déplétion
réserpinique. L’hypothése est donc faite d’une stimulation post-synaptique et non pre-
synaptique, en rapport avec l’activation des canaux ioniques évoquée précédemment, en

désaccord d’ailleurs avec les résultats de Beurrier et al (2001).

I — 4 -2 Les données neurochimiques et les données fonctionnelles

Les données neurochimiques sont issues de différentes méthodologies impliquant des
dosages par microdialyse cérébrale ou des données fonctionnelles obtenues en PET (Positron
Emission Tomographique) avec le [11C]-Raclopride. Les données de dialyse montrent une
augmentation des dosages de métabolites de la dopamine. Le glutamate est aussi décrit
comme augmenté toujours en utilisant la microdialyse. On peut se demander si les canules de
microdialyse, de dimensions importantes, n’entraine pas une lésion qui explique cette
augmentation, de plus non confirmée chez I’homme ou c’est une diminution qui est observe
ou en PET ou aucune modification n’est observée.

L’implication des voies GABAergique et glutamatergique dans les effets de la
neurostimulation a été explorée essentiellement a I’aide d’inhibiteurs pharmacologiques. Ces
¢tudes conduisent aussi a des résultats contradictoires.

L’hypothése d’une implication des systémes GABA/glutamatergiques dans les effets de
la neurostimulation du STN a fait poser I’hypothése logique d’un effet neuroprotecteur sur les
neurones dopaminergiques de la neutralisation des afférences glutamatergiques du NST. Les
travaux de B Piallat ont les premiers confirmé cette hypothése, ainsi que ceux de Carvalho
(2001). La publication du groupe de Lozano montrant I’intérét du transfert de la GAD dans le

NST va dans le méme sens.
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I — 4 — 3 Les données « moléculaires »

Les articles dépassant 1’analyse ¢électrophysiologique et neurochimique sont rares. Les
données sont issues essentiellement du groupe de Kerkérian Le-Goff (2002 et 2004). Ce
groupe a montré que la SHF induit I’expression de c-fos au niveau du NST, tout en diminuant
I’expression du cytochrome oxydase. Les niveaux d’enképhalines ne sont pas modifiés au
niveau du striatum homolatéral, I’augmentation de la GAD67 induite par la 1ésion 6-OHDA
chez le rat est aussi neutralisée dans la substance noire (SNr), le noyau endopédonculaire mais
pas le GP. Pour la premiére fois, ces données ont montré une inhibition de I’activité
métabolique du NST, et la neutralisation des modifications moléculaires observées dans les
structures de sortie du NST.

Enfin, plus récemment, cette équipe (2004) a étudié les modifications différentielles
observées aprés une stimulation courte versus chronique, en étudiant aussi les effets
différentiels de la 1ésion et de la neurostimulation. Ces travaux montrent I’existence d’effets
adaptatifs a long terme ainsi que des différences entre les résultats 1ésionnels versus ceux
issus de la neurostimulation. Perier a aussi montré que la lésion du NST neutralise

I’hyperexpression de PPE (Preproenkephaline) induit par la L-Dopa.

En conclusion, les mécanismes de la neurostimulation restent discutés, contrastant avec
I’efficacité clinique remarquable de cette thérapeutique. Le débat reste enfermé dans une
polémique autours de I’inhibition et/ou I’activation induites par la stimulation a haute
fréquence en particulier au niveau du NST et de ses efférences. Les données
¢lectrophysiologiques restent génées par la difficulté a supprimer rigoureusement les artefacts
de la stimulation rendant difficile les enregistrement per-stimulation; les données

neurochimiques obtenues par microdialyse ne peuvent empécher de probables lésions qui
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pourraient expliquer des données contradictoires avec le PETscan. Enfin, le passage de
parametres ¢€lectriques « cliniques utilis€s chez I’homme » aux parameétres expérimentaux
utilisés en tranche ou in vivo est difficile a formaliser comme en témoigne 1’absence de
consensus sur ces parametres. Des parametres €lectriques différents, des €lectrodes différentes,
sans mesure de I’impédance sont utilisés, qui rendent trés difficile la comparaison de ces
différentes études, réalisées le plus souvent chez I’animal anesthési¢. Des 1ésions tissulaires
ont clairement été montrées avec certains dispositifs et pas avec d’autres, qui pourraient
expliquer des données paradoxales, en particulier d’augmentation du glutamate post-

1ésionnelles (Harnack, 2004).
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I -5 OBJECTIFS DU TRAVAIL

Le but de notre travail est d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires affectés
par la stimulation ¢électrique a haute fréquence (SHF). Nous avons choisi d’utiliser un modéle
simple cellulaire, pour pouvoir appréhender sans facteur confondant I’impact de la SHF sur

des mécanismes fondamentaux comme la neurosécrétion et I’expression génique.

Plus spécifiquement, plusieurs questions ont été posées :

e Est-ce que la SHF inhibe la sécrétion cellulaire des produits synthétisés par la cellule?

Nous avons étudié la sécrétion de la prolactine par les cellules endocriniennes GH3, de
I’insuline par les cellules endocriniennes INS-1 et la sécrétion des catécholamines (DA, AD et
NA) par les cellules neuronales PC12.

e Est-ce que la SHF module I’expression des ARN messagers ?

L’analyse du transcriptome des cellules par DNA microarray peut apporter des éléments
de réponse, en ciblant des voies moléculaires non impliquées précédemment. Nous avons
pour cela di mettre en place la technique des microarray de type filtres oligo-longs avec

détection radioactive dédiés a 1’étude de 1’expression génique chez le rat.
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I -1 LIGNEES CELLULAIRES ET CONDITIONS DE CULTURE

Les cellules GH3 ont été établies en 1965 par Tashjian et al, a partir d'une tumeur
pituitaire de rat (Tashjian et al, 1968) chez une femelle Wistar-Furth de 7 mois. Ces cellules
ont la propriété de produire des facteurs de croissance et de sécréter de la prolactine. Nous les
avons obtenues de la collection ATCC (American Type Culture Collection, Rockville, USA).
Les cellules GH3 sont cultivées:

- soit en monocouche adhérente en milieu Ham's F10 (SIGMA-Aldrich, France) 81,5 %,
supplémenté de 15 % sérum de cheval (GIBCO, Invitrogen France), 2,5% de sérum de veau
feetal (SIGMA-Adrich, France), 200 mM L-Glutamine (Bio-Whittaker, France), et d'un
mélange de 100 u/ml pénicilline et 50  g/ml streptomycine (GIBCO, Invitrogen France),

- soit en suspension en Eagle's minimum essentiel (EME) (SIGMA-Aldrich, France)
81.5 %, supplémenté de 15 % de sérum de cheval, 2.5 % de sérum de veau fcetal et du

mélange pénicilline-streptomycine.

Les cellules PC12, établies en 1976 par Greene LA et al, ont été isolées a partir d'une
tumeur de la glande surrénale (phéochromocytome) de rat. Elles présentent un phénotype
neuronal en réponse a un traitement par le NGF (Nerve Growth Factor ou facteur de
croissance nerveux), et synthétisent les catécholamines dopamine adrénaline et
noradrénaline, ce qui en fait un mod¢le d'étude en neurobiologie.

Ces cellules sont cultivées en monocouche adhérente en RPMI 1640 84% (SIGMA-
Aldrich, France), supplémenté de 10 % sérum de cheval, 5% de sérum de veau feetal, 200mM

de L-Glutamine, et d'un mélange de 100 u/ml pénicilline et 50 ng/ml streptomycine.
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Les cellules INS-1, établies en 1977 par Chick et al et modifiées en 1990 par Traumann
et al, ont été isolées a partir d'une tumeur (insulinome) de rat. Elles synthétisent I’insuline.

Ces cellules sont cultivées en monocouche adhérente en RPMI 1640 87 % (SIGMA-
Aldrich, France), supplémenté de 10 % sérum de veau feetal, 1 mM pyruvate sodium, 10 mM
Hepes, 50 uM B-Mercaptoéthanol, 200 mM de L-Glutamine, et d'un mélange de 100 u/ml
pénicilline et 50 ng/ml streptomycine, dans un incubateur a 37 °C en atmosphére humide
contenant 5 % CO,.

Lorsque la confluence ou la densité sont suffisantes, les cellules adhérentes sont
détachées a l'aide d'une solution de trypsine/EDTA (0,25%/1mM), et les cellules flottantes
sont centrifugées a 1500 rpm pendant 5 a 10 minutes.

Elles sont comptées a l'aide d'un hématimétre de Neubauer avec exclusion au bleu
trypan, et réensemencées a la densité désirée, ou bien stockées en azote liquide (-196°C) dans

un milieu de cryoprotection (milieu de culture supplémenté de 5 % DMSO (v/v)).

I - 2 PROTOCOLE D’ACTIVATION DES CELLULES PAR STIMULATION

ELECTRIQUE

Il - 2 - 1 Montage expérimental d’une plaque de 24 puits en série, ou d'une boite de
Petri avec 2 fils de titane

Notre montage expérimental (modifié¢ d’apres Brevet et al, 1976) consiste soit en une
plaque de 24 puits ou 12 puits sont reliés en série par un pont de fils en titane entre 2 puits
adjacents (voir figure II-1 ou photo II-1), soit en une boite de Pétri de 10 cm de diamétre dans
laquelle sont collées 2 fils en titane de 8 cm de long paralléles et séparés par 3 cm (voir figure
II-2 ou photo 1I-2). Ce dernier syst¢tme a I’avantage de permettre la stimulation d'une plus

grande quantité de cellules (voir figures 1,2 et photos 1,2). Ces 2 types de support de culture

21



MATERIEL ET METHODE

peuvent ainsi €tre intégrés dans un circuit de courant électrique aprés branchement a un
générateur et un isolateur. La stimulation €lectrique est controlée par un oscilloscope pendant

la période d’expérimentation.

OSCILLOSCOPE

Figure 11-1
/. '
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Schéma du montage expérimental en série d’une plaque de 24 puit pour
la stimulation électrique des cellules in vitro.
Les puits adjacents sont reliés entre eux par des fils de titane.
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OSCILLOSCOPE
Figure 11-2
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Schéma du montage expérimental d’une boite de Pétri
pour la stimulation ¢€lectrique des cellules in vitro.

Photo I1-1 Montage expérimental en série d’une plaque de 24 puits pour la stimulation
électrique des cellules in vitro. Les puis adjacents sont reliés entre eux par des fils de titane.
Le support de culture peut étre inséré dans un circuit électrique aprés branchement a un
générateur et un isolateur. La stimulation électrique est contrélée par un oscilloscope

pendant la période d’expérimentation.
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Photo I11-2 Montage expérimental d’une boite de Peétri de 10 centimetres de diamétre pour la
stimulation électrique des cellules in vitro. Le support de culture peut étre inséré dans un
circuit électrique apres branchement a un générateur et un isolateur. La stimulation

électrique est contrdlée par un oscilloscope pendant la période d’expérimentation.

Il -2 -2 Les paramétres de la stimulation électrique

Les cellules GH3 ou PC12 sont ensemencées dans les boites de culture du montage
précédemment décrit. Lorsqu’elles atteignent la confluence, elles sont soumises a la
stimulation électrique par application d'un courant monophasique de 500 pA pendant des
durées de 3 ou 24 heures, en mode bipolaire, a des fréquences différentes (voir tableau I1-1):

- Stimulation a Haute Fréquence (SHF): a 130 Hz, la durée entre deux impulsions
("event interval") est de 7.7 ms;

- Stimulation a Basse Fréquence (SBF): a 10 Hz, la durée entre deux impulsions ("event
interval") est de 100 ms;

La largeur de I’impulsion est toujours de 60 ps.
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L’impulsion électrique est une onde carrée monophasique (voir figure II-3).

Les cellules témoins sont ensemencées de la méme maniére mais ne sont pas stimulées

électriquement.
Condition Intervalle entre Durée Courant Durée d’exposition
¢lectrique pulses / Fréquence | d’impulsion | électrique
SHF 7.7ms / 130 Hz 60 ps 500 pA 3 ou 24 heures
SBF 100ms / 10 Hz 60 ps 500 pA 3 ou 24 heures
Controdle — - — 3 ou 24 heures

Tableau I1-1 Parameétres de la stimulation électrique des cellules in vitro dans les montages

expérimentaux précédemment décrits.

/Ti
Stimulation
monophase amplitude
bipolaire
e v

HF
T1=60ps T2=7,7ms

BF
T1=60ps T2=100ms

Figure 11-3 Schéma de la stimulation électrique par onde carrée en conditions de HF et BF.

I -3PROTOCOLE D’ACTIVATION PHARMACOLOGIQUE DES CELLULES
Les cellules sont ensemencées dans des plaques a 24 puits ou des boites de Pétri.
Lorsqu'elles atteignent la confluence, elles sont rincées une fois avec du PBS puis remises en

milieu complet et soumises au traitement pharmacologique.
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La stimulation pharmacologique consiste a traiter les cellules pendant les mémes durées
(3 et 24 heures) que lors de la stimulation électrique par les traitements suivants :
- les cellules GH3 sont traitées par 0.1 ou 0.01 mM de Dopamine.
- les cellules PC12 subissent 6 types de traitement : par le NGF (nerve growth factor) 50
ng/ml, le tétraméthylammonium chloride (TMA) 0.5 mM, le lanthanum bichloride
heptahydrate (LaCl;) 100 puM, la nifédipine 20 pM, ou le 1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-2-
méthylpiperazine dihydrochloride (H7) 20 uM et 6-hydroxydopamine hydrochloride (6-
OHDA) 30 uM.

Les cellules témoins sont ensemencées de manicre identique, mais ne subissent aucun
traitement.

Pendant toute la durée du traitement, les cellules sont incubées a 37°C, en atmosphere

humide avec 5 % CO,.

I -4 TESTS DE VIABILITE CELLULAIRE

Il -4 -1 Comptage cellulaire avec un hematimetre

Les cellules sont comptées a 1’aide, d’un hématimetre de Neubauer avec exclusion par

4% bleu trypan sous un microscope.

Il — 4 — 2 Test colorimétrique au bleu de thiazolyl (essai MTT) pour le dosage des

cellules PC12 adhérentes

Le MTT (bromure de 3-[4,5-diméthyl-2-thiazolyl]-2,5-diphényltétrazolium, Sigma

M5655) est un sel de tétrazolium donnant une solution de couleur jaune quand il est dilué

dans le milieu. Il est converti en formazan violet insoluble dans le milieu de culture apres
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clivage du cycle tétrazolium par les déshydrogénases mitochondriales actives des cellules
vivantes seules. Les cellules mortes ne peuvent étre le siege de ce changement.

10° cellules PC12 sont ensemencées par puits dans une plaque 24 puits. Aprés 24 heures
d’incubation, les cellules sont soumises aux différents traitements pharmacologiques ou a la
stimulation électrique selon le protocole réalisé. Aprés 3 heures ou 24 heures de stimulation,
on ajoute la solution de MTT, soit 1/10 du volume initial de culture et une concentration
finale de 0.5 mg/ml. Apres 3 heures d’incubation, le milieu est aspiré avec précaution afin de
ne pas aspirer les cristaux de formazan formés qui sont solubilisés dans 100 pl d’une solution
50% éthanol absolu/50% DMSO. Le matériel dissout est mesuré par spectrophotométrie,
donnant une absorbance proportionnelle a la concentration de colorant converti. L’absorbance
de chaque puits est mesurée a 540 nm aprés soustraction du bruit de fond sur le

spectrophotomeétre EIx800G (Bio-TEK Instrument, USA).

Il — 4 — 3 Test colorimeétrique au sel de tétrazolium WST-1 pour le dosage des cellules
GH3 flottantes

Le sel de tétrazolium WST-1 (4-(3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio)-
1,3-benzeéne disulfonate) est un dérivé du MTT précédemment décrit. WST1 est également
clivé via les réductases de la chaine respiratoire des mitochondries des cellules vivantes, mais
le formazan produit par clivage présente l'avantage d'étre soluble dans I'eau. La réaction peut
ainsi étre lue directement dans le milieu de culture, ce qui permet le dosage des cellules
cultivées en suspension.

3.10° cellules GH3 dans 1000 pl de milieu sont ensemencées par puits dans une plaque
24 puits. Avant de démarrer la stimulation, on ajoute 20 pul de WST-1 100 mM dans chacun
des puits, soit une concentration finale de 2 mM. Les cellules sont soumises aux différents

traitements pharmacologiques ou a la stimulation électrique selon le protocole réalisé. Apres 3
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heures ou 24 heures de stimulation, I'absorbance de chaque puits est mesurée a 450 nm apres

soustraction du bruit de fond sur le spectrophotométre EIx800G (Bio-TEK Instrument, USA).
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I -5 PREPARATION DES ECHANTILLONS PROTEIQUES

Aprés que les cellules GH3 et PCI12 aient été stimulées soit par un traitement
pharmacologique, soit ¢lectriquement, les surnageants de culture sont récupérés, et réservés a
-80°C, pour les dosages ultérieurs en protéine totale et les dosages de prolactine et
catécholamines.

Les extraits protéiques cellulaires sont préparés comme suit:

Il -5 -1 Préparation des extraits cellulaires par lyse des cellules

Aprées récupération des surnageants, les cellules adhérentes sont rincées 2 fois avec du
PBS et décollées avec un "grattoir" dans 2 ml de PBS, puis centrifugées 5 minutes a 1500 rpm.
Le culot est repris dans 80 ul de tampon de lyse (Reporter Lysis Buffer 5X (Promega®)),
supplémenté¢ de deux cocktails d'inhibiteurs de protéases (Complete, Roche®) pour 50 ml
(1X), puis centrifugé 10 minutes a 10000 rpm. Le surnageant contenant les extraits
protéiques cellulaires est aliquoté et conservé a -80°C.

Les cellules en suspension sont centrifugées 5 minutes a 1500 rpm, le surnageant
récupéré et réservé a -80°C. Le culot est repris dans le tampon de lyse et traité comme décrit
précédemment.

Toutes ces étapes sont conduites a 0°C sur la glace.
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Il -5 -2 Dosage des protéines des extraits

Nous avons utilis¢ la méthode de Bradford. C'est une méthode de mesure de
concentration protéique basée sur une réaction colorimétrique entre les protéines et un
colorant : le bleu de Coomassie G250. Ce réactif, rouge/brun a I'état libre, prend une teinte
bleue quand il est lié aux protéines et par conséquent posséde un coefficient d'extinction
molaire ¢levé dans le visible (2 595 nm) qui permet un dosage protéique sensible.

5 ul d'extrait protéique a doser sont ajoutés a 200ul de réactif de Bradford et 795 ul
d'eau distillée. 5 minutes plus tard, on mesure l'absorbance au spectrophotométre a 595 nm.
Le zéro servant de référence correspond a un échantillon témoin ne contenant pas de protéines.
La concentration de 1'échantillon protéique dosé est alors déterminée a l'aide d'une courbe
¢talon réalisée dans les mémes conditions avec des échantillons d'albumine sérique bovine

(BSA) de concentrations connues.
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I1-6 - IMMUNODOSAGES

Il - 6 — 1 Dosage radioimmunologique de la prolactine

Le dosage de la prolactine (PRL) a été réalisé avec la trousse de dosage
immunoradiométrique "RIA Prolactine rat" commercialisée par Immunotech, France. Le
dosage est basé sur la compétition entre la prolactine de I’échantillon a doser et un traceur
prolactine de rat marqué a 1’iode 125 pour se lier a un anticorps anti-prolactine en phase
homogene. Les concentrations d’anticorps et de traceur étant constantes, la fraction
radioactive liée et mesurée est directement proportionnelle a la PRL non radioactive contenue
dans I’échantillon a doser.

Bri¢vement, 50 pl d'échantillons ou de standards (contenant des quantités de PRL
permettant d'établir la gamme d'étalonnage entre 0 et 250 ng/ml) sont incubés en présence de
100 pl du traceur 'I-rPRL et de 100 ul de I’anticorps polyclonal de lapin anti-PRL. Aprés
incubation pendant toute la nuit & température ambiante, 2 ml d’anticorps secondaire anti-
lapin dans une solution de PEG (poly éthyléne glycol) sont rajoutés et incubés 30 minutes
sous agitation, puis les tubes sont centrifugés, et la radioactivité précipitée est alors mesurée
par un compteur gamma. Les quantités de prolactine des échantillons sont déterminées par
interpolation avec la courbe d'étalonnage.

Le dosage de ’insuline a été réalisé avec le méme dosage immunoradiométrique sauf

I’anticorps porcine anti-insuline commercialisée par Immunotech, France.

Il — 6 — 2 Dosage radioenzymatique des catécholamines
Le dosage des catécholamines a été réalisé avec le kit de dosage immunoenzymatique
(immunoenzymométrique) "Catécholamine research assay system (catécholamines [*H]

radioenzymatic assay)" commercialisé par Amersham Pharmacia Biotech, UK.
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Les catécholamines présentes dans 1’échantillon a doser (inconnu ou standard) sont
transformées en dérivés méthoxylés tritiés (normétanéphrine, métanéphrine et
méthoxytyramine). La COMT (Catéchol-Ortho-Méthyl-Transférase) catalyse le transfert d’un
groupe méthyl triti¢ de la SAMe (S-adénosyl-Méthionine) vers les catécholamines. Cette
réaction a lieu a 37°C pendant 1 heures et 30 minutes.

Apreés passage dans la glace pour stopper le marquage, les dérivés méthoxylés sont
extraits en milieu alcalin par un mélange organique composé de Toluéne et d’alcool
isoamylique (3v :2v). La phase organique ainsi obtenue est purifiée par passage en milieu
acide acétique aqueux. La phase aqueuse acide contenant les dérivés méthoxylés est déposée
sur une plaque de gel de silice (Silicagel Plastik Folien MERCK Darmstadt Allemagne) et
mise & migrer dans un mélange de chloroforme — éthanol - éthylamine (6v :3v :2v). Quatre
heures apres, les « spots » correspondant a chacune des amines méthoxylées sont repérés et
identifiés sous lumiére ultraviolette a 254 nm. Le spot correspondant a chaque catécholamine
est gratté et déposé dans une fiole a scintillation contenant une solution d’ammoniaque 0.1 N.

La Métanéphrine et la Nor-Métanéphrine sont soumises a une réaction d’oxydation au
periodate de sodium avant d’étre mesurées en scintillation liquide. La Méthoxytyramine est
comptée directement dans la solution d’ammoniaque.

La radioactivité mesurée dans les échantillons est ensuite convertie en pg/ml.

La technique mise en ceuvre précédemment permet d’atteindre des niveaux de sensibilité

de I’ordre du picogramme (NA : 1.2pg ; AD : 0.9pg ; DA : Tpg.).
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Il - 7 ANALYSE DES PROFILS PROTEIQUES PAR LA TECHNOLOGIE SELDI-

TOF-MS

Il -7 -1 Principe

La technique SELDI-TOF (Surface enhanced laser désorption/ionization time-of-flight
mass spectrometry, commercialisée par Ciphergen Biosystem, Palo Alto, CA, USA) consiste
en une plateforme unique d'analyse protéique combinant la technologie des puces a
chromatographie d’affinité par rétention (ProteinChip®), la spectrométriec de masse et les

logiciels d’exploitation informatique (voir figure I1-4).

il TN T Select Chip Array:
Sample ' . ;T‘-\} . Tk * & &7 Hiophobic
Anionic
—— —-_-—T!—E!__:— — Cahonic
=5 — Metal Binding
Wash IT Pﬁg PR &7 mboiy ,
Remove nnbound proteins,
Salts, and other contaminants

EAM ' - Sinapinic Acid (SPA) or
a-Cyano-4- Hyroxy
Cinarinie Acid (CHCA)
SELDI : Desorptionflanization Detecior
Reader L
e @ @ @
(PBSII) -
3 — Flight tube —_—
@ = -
Raw %“
Spectra E f\ \
L &

Grey Scale I l I_ ﬁ :‘_ %m -

(gel) View :
Low Mass/Charge High Workstation

Figure 11-4 Principe de SELDI-TOF-MS

Les puces ProteinChip offrent différentes surfaces chromatographiques de rétention
(surfaces échangeuses d’anions, de cations, hydrophobes, ou de capture par affinité pour les
métaux), ou de couplage covalent (via I’interaction a des appats spécifiques, tels que des

anticorps, ou toute autre molécule partenaire protéique ou nucléique). (Figure 11-4)
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Ciphergen ProteinChip* Array Surfaces
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Figure 11-5 les différentes surfaces de SELDI. Issu de www.ciphergen.com.

L’utilisation de ces différentes surfaces permet de réduire des échantillons protéiques
complexes (soit des fluides biologiques : sérum, plasma, urines, liquide pleural..., soit des
extraits bruts : tissus, cellules...) a des groupes basés sur des propriétés communes (figure II-
5). Le SELDI permet aussi 1’analyse d’un sous-protéome rendant ainsi possible 1’¢tude de
protéines non majoritaires. Enfin 1’individualisation de protéines a partir d’un support
chromotographique en couche mince est un garant pour une unification ultérieure.

La technologie ProteinChip® repose sur 4 étapes (voir figure 11-6):

1- La premiere €tape consiste a déposer sur chaque surface chromatographique ("spot")
quelques pl d’un extrait brut. Grace aux interactions par affinité, les protéines de 1’échantillon
se lient aux “sites d’amarrage” chimiques ou biologiques dont est dotée la surface de la puce
ProteinChip®.

2 - Chaque spot est ensuite lavé pour éliminer les protéines retenues de maniére non
spécifique ainsi que toute substance contaminante (sels, détergents...). Le "bruit de fond" de
1I’échantillon est ainsi éliminé, quel que soit le tampon utilisé pour sa préparation.

3- Aprés lavage, la puce est séchée et une solution contenant la matrice ou EAM

(Energy Absorbing Molecules) est ajoutée ; les molécules enrobent les protéines permettant la
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cristallisation des protéines retenues sur la puce et facilitant leur désorption et leur ionisation
générée par laser dans le lecteur SELDI - TOF - MS.

4- Les protéines retenues sont enfin analysées par le spectrométre de masse basé sur le
temps de vol de chaque protéine. Un profil protéique est ainsi établi, le spectre donnant la
masse des pics détectés (m/z) ainsi que leur intensité relative par le logiciel ProteinChip®

Software et Biomarker Wizard Software.

|3—L—LB-| SELDI chip

e @
]

" e

Add protein -

]
| ]
g . »
mixire e ®

: : . Figure 11-6 Le procédé
P
technique de SELDI. Issue

‘% ¢ 1 de www.cnic.es

1) déposer les

. ] .
Wash away oo échantillons
nonbinding * @
proleins o) 2) laver les surfaces

4—

3) ajouter le EAM

4) lecture
% +“— 3 5) analyser

Shine laser l

light
v 1:.2 -

?E %
%% «— |4

3331

mass
spectrometer

lons to

. « |3
miz

35



MATERIEL ET METHODE

Il - 7 - 2 Etablissement des profils protéiques des cellules GH3 et PC12 activées par
stimulation électrique et traitement a la Dopamine :

Nous avons utilisé les barrettes H50, SAX2, et WCX2 permettant 1’analyse de nos
échantillons protéiques sur des surfaces respectivement hydrophobe, échangeuse d’anions et
¢changeuse de cations.

Les protocoles de traitement des barrettes sont réalisés par la technique dite "en goutte"
pour ce qui concerne les barrettes de type H50, et SAX2 ou les dépots de petits volumes se
font par capillarité sur le spot, ou grace a I'utilisation d'un bioprocesseur qui crée une enceinte
autour du spot (photo II-3 et photo I1-4) pour les barrettes WCX2 et SAX2. Le bioprocesseur
permet de travailler avec des volumes plus grands et de limiter les adsorptions non spécifiques

dans le périméetre immédiat du spot. Il augmente aussi la reproductibilité des expériences.

Photo 11-3 Technique en goutte avec une surface de la barrette (& gauche).

Photo I1-4 Alignement de bioprocesseurs (a droite).

Il -7 -2 -1 Prétraitement des barrettes

Les spots de chaque type de barrette sont spécifiquement activés par un prétraitement :

« En goutte » :
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- la surface hydrophobe H50, est activée avec 5% d'acétonitrile (ACN) en PBS pendant 5 min
a température ambiante, rincée a 1’eau distillée, puis incubée en 10% ACN + 0.1% acide
trifluoroacétique (TFA) + 200 mM NaCl dans PBS, 5 minutes supplémentaires.

- la surface d’anion SAX2 est activée avec Tris HCl 100mM (pH7.5) + 0.1% Triton pendant 5
minutes a température ambiante dans une chambre humide.

« Utilisation d’un bioprocesseur » :

- la SAX2 est activée en Tris-HCI 100mM pH 8 + 0.1% Triton, 5 minutes a température
ambiante ;

- la WCX2, est activée 10 minutes avec 10 mM d’acide chlorhydrique (HCI), puis apres

ringage a I’eau distillée 5 minutes avec 50 mM d’acétate de sodium pH 4.5 + 0.1% Triton.

Il -7 -2 -2 Dépodt des échantillons protéiques sur spot :
« En goutte » :
- H50 et SAX2 : 5 ng de protéines dans 10 pl de tampon de lyse des protéines (Promega) sont
incubés en goutte sur la barrette pendant 30 minutes a température ambiante dans la chambre
humide.
« Utilisation d’un bioprocesseur » :
- SAX2 : 10 pg de protéines dans 100 pl de Tampon Tris HC1 100 mM pH 8.0 + 0.1% Triton
sont déposés sur la barrette insérée dans le bioprocesseur en homogénéisant délicatement sans
toucher le spot. L'incubation réalisée sous agitation dure 45 minutes a température ambiante.
- WCX2: 10 pg de protéines totales dans 100 pl de 50 mM d'acétate de sodium pH 4.5 +
0.1% Triton, sont déposés sur la barrette insérée dans le bioprocesseur en homogénéisant
délicatement sans toucher le spot. L'incubation réalisée sous agitation dure 45 minutes a

température ambiante.
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Il -7 -2 -3 Lavages des barrettes
« En goutte »
- H50: chaque spot est rincé 3 fois avec 5 pl de 10% ACN PBS+0.1% TFA+ 200 mM NacCl,
puis séché.
- SAX2 : chaque spot est rincé 2 fois avec 5 pl de Tris HCl 100 mM pH 7.5 + 0.1% Triton, 3
fois avec du Tris HCl 100 mM pH 7.5 sans Triton pendant Sminutes. La barette est enfin

rincée rapidement en HEPES 2mM, puis séchée.

« Utilisation d’un bioprocesseur »

- SAX2: chaque spot est rincé 3 fois avec 200 pl de Tris HCI 100 mM pH 8.0 + 0.1% Triton,
pendant 5 minutes sous agitation, puis 5 minutes supplémentaires avec 200 pl de Tris HCIl
100 mM pH 8.0. La barrette est rincée rapidement en HEPES 2mM puis séchée.

- WCX2 : chaque spot est rincé 3 fois avec 200 pl d'acétate de sodium 50 mM pH 4.5 + 0.1%
triton, puis 1 fois avec 200 pl d'acétate de sodium 50 mM pH 4.5; chaque rincage dure 5

minutes sous agitation. Aprés un ringage rapide a 'eau distillée, la barrette est séchée.

Il -7 -2 -4 Dépodt de la matrice

La matrice consiste en une solution d’acide sinapinique préparée en 50% ACN et 0.5%
de TFA. Cette solution est centrifugée 2 minutes a 14000 rpm a température ambiante, et la
matrice est prélevée dans le surnageant en évitant les particules non dissoutes du culot. La
matrice peut alors étre conservée quelques jours a 4°C et a I’abri de la lumicére.

Sur chaque spot, quel que soit le type de barrette, 2 dépots successifs de 1 pl de matrice

sont faits, puis les barrettes sont séchées a I’abri de la lumiere jusqu’a la lecture.

I1-7-2-5 Lecture
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En effet I’intensit¢é du bombardement laser peut étre modulée selon les masses des
protéines d’intérét. Plus I’intensité sera élevée, plus les protéines de haut poids moléculaire
vont pouvoir étre ionisées et donc détectées et inversement.

Nous travaillons sur 3 parameétres différents de lecture pour analyser chaque spot. Leurs
intensités sont 160, 175 et 190. Ce sont les petites masses, les masse intermédiaires et les
hautes masses.

Analyse des données : le profil SELDI-TOF est normalis¢ a 1’aide du logiciel Bio-
pattern, en utilisant une normalisation globale débutant apreés 2500 dalton afin d’éviter le bruit
de fond de la matrice. Un repérage automatique des pics est effectué. Une analyse statistique
des données quantitatives est ensuite réalisée (t-Test student), de méme qu’une analyse de
type clustering selon Eisen similaire a celle effectuée pour le transcriptome (http : www :

microarrays.org /sofeware.html) (Eisen et al 1998).
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Il - 8 MARQUAGE METABOLIQUE DES CELLULES PAR LA METHIONINE *$

Il -8 -1 Principe
Des cultures de cellules sont réalisées en présence de méthionine *S, utilisée par les
cellules pour la synthése protéique. Les protéines ainsi radio-marquées seront analysées par

autoradiographie.

Il -8 -2 Incorporation de méthionine *S.
Les cellules PC12 et GH3 non stimulées (condition contréle) ou stimulées selon le
protocole précédemment décrit dans une boite de Pétri de 10 centimétres sont cultivées en

présence de 50 pCi de méthionine *°S pendant la durée de stimulation électrique.

Il — 8 — 3 Traitement de I’extrait protéique
Les cellules sont ensuite lavées 3 fois par du tampon PBS et collectées a 1’aide d’un
«grattoir», puis centrifugées. Le culot cellulaire est ensuite repris dans du tampon de lyse

selon le protocole précédemment décrit.

Il — 8 — 4 Analyse par autoradiographie

Apres lyse des cellules, différents dépdts de 10 pug de protéines sont déposés sur un gel
SDS-PAGE pour 1’¢lectrophorése (gel a 12% d’acrylamide). Des marqueurs de masse
moléculaire (Full range Rainbow ™, Amersham Biosciences, UK) sont déposés parallélement.
Aprés migration, le gel est exposé sur un écran phosphore (Image Plate Fujifilm) environ 6
heures, puis la radioactivité est révélée par le détecteur (Phospholmager BAS-5000, Fuji-
Film™; Raytest, Paris la Defense, France). Nous avons utilisé la résolution 100, et la

sensibilité S 30000 (Unités Arbitraires de Fuji). Apres révélation, les profils de protéines et
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les PSL/mm” (photostimulated luminescence par area), autrement dit les quantités de PSL sur

la méme surface, sont analysés par le logiciel Image Reader (Fuji) (voir figure I1-7).

Figures II-7: Méthodes d’analyse quantitative des gels de protéines.

Sur les 2 pistes de gauche : Le logiciel repére les bandes sur I’ensemble de la piste d’électrophorése et
donne les profils de migration correspondant.

A droite : Le logiciel permet d’intégrer la quantité de radioactivité pour les bandes repérées.
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I -9 ANALYSE GLOBALE DE L’EXPRESSION GENIQUE PAR DNA

MICROARRAY

Pour notre étude, ont été utilisés 4854 oligonucléotides de 65-mers, obtenus aupres de la
société SIGMA Aldrich, correspondant a I’ensemble des séquences de mARN connues chez
le rat (RATLIB96) .

Chaque oligonucléotide est déposé en double sur des membranes de nylon (Nytran+;
Schleicher & Schuell) par un robot GMS 417 (MWG, Ebersberg, Germany), tous les 500 pm.
Un oligonucléotide sonde pour I’ARN standard est également déposé en 48 exemplaires sur la
membrane.

Les ARN totaux sont préparés a partir des cellules par une méthode d’extraction au
phénol-chloroforme (RNAgent® Total RNA isolation system, Promega). Les ARN sont
ensuite dosés et controlés au moyen du Bio-Analyser, (Agilent Technologies).

Les ARN (3 ug d’ARN total par échantillon) sont ensuite réverse-transcrits en cDNA en
utilisant des amorces dT25 et de 1’a[**-P]JdCTP. Un ARNm (0.3 ng) correspondant & une
séquence d’Orysa sativa et servant de standard interne est ajouté a chaque échantillon.

Les ¢cDNA radio-marqués sont aussi dénommés cibles complexes. L’hybridation des
cibles complexes sur les filtres oligonucléotidiques est ensuite réalisée durant 4 jours a 55 °C
dans un tampon constitué¢ de 5X SSC, 5X Denhardt, Img/ml d’ADN de sperme de saumon et
0.5% SDS. Les membranes sont ensuite lavées durant 3 heures a 45°C dans un tampon 2X
SSC, 0.5% SDS; puis exposées pendant 4 jours sur écran phosphore avant acquisition des
signaux au détecteur a haute résolution (Phospholmager BAS-5000, Fuji-Film™; Raytest,
Paris la Defense, France). Les intensités des spots sont ensuite quantifiées par le logiciel

Array Gauge (Fuji) (Figure I1-8).
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Figure II-8 La méethode de DNA microarray

Pour chaque filtre, le bruit de fond moyen et I’écart type sont calculés.

La valeur de la moyenne additionnée de 3 fois ’écart type est retranchée aux intensités
brutes.

Pour la normalisation des expériences, la somme des signaux de chaque filtre est

réalisée et son rapport avec la somme des signaux d’un filtre choisi comme référence est
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effectué. Les intensités de chaque filtre sont ensuite corrigées par le facteur respectif obtenu.
Parmi ces 4854 génes, nous avons retenu tous les génes exprimés soit 2 fois plus ou

soit 2 fois moins entre le controle et la SHF.

I - 10 ANALYSE STATISTIQUE

Les données numériques présentées dans cette étude sont les moyennes des mesures
accompagnées de la déviation standard. Les différences ont été considérées comme
statistiquement significatives lorsque p<0.05 a partir du Student’s Two-Tails T-test quand on
compare 2 groupes ou de ’ANOVA quand on compare des groupes multiples.

Des analyses bio-informatique en réseau ont aussi ét¢ effectuées a 1’aide du logiciel
Pathway Assist de Stratagene. Ce logiciel permet de relier les génes significativement entre
eux en fonction des données de la littérature et permet ainsi une analyse globale de la

signification des données transcriptomiques.
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PRESENTATION DES RESULTATS

111 -1 PRESENTATION DES MODELES CELLULAIRES

Nos ¢études in vitro ont utilisé les propriétés de sécrétion de prolactine par les cellules
pituitaires GH3 et des catécholamines par les cellules neuronales PC12. Nous avons pu ainsi

¢évaluer les effets de la stimulation électrique sur ces capacités sécrétoires.

111 -—1-1 Les cellules GH3

Les cellules GH3 sécretent la prolactine de facon constitutive dans le milieu de culture
(Tashjian AH Jr et al, 1968). D’autre part, ces cellules ont la propriété de pousser soit en
suspension, soit en monocouche adhérente.

Lors de nos premiers essais de stimulation, nous avons utilisé les cellules cultivées en
suspension dans un milieu a base de MEM (voir Matériels et Méthodes). Dans ces conditions,

les cellules GH3 apparaissent sphériques, regroupées en amas, et polygonales. (Photo. I1I-1)

Photo I11-1 : Cellules GH3 en suspension (200x).

Par la suite, nous avons modifi¢ le milieu de culture (milieu a base de F10), ce qui
conduit a 1’obtention d’une culture en monocouche adhérente, ou les cellules acqui¢rent une

morphologie polygonale (photo I11-2).
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Photo I11-2 : Cellules GH3 en monocouche adhérente (200x)

111 =1 -2 Cellules PC12

Les cellules PC12 cultivées en monocouche adhérente poussent en amas cellulaire dans
les conditions de culture initiale (photo I1I-3). Lorsqu’elles sont cultivées en absence de sérum
et en présence de 50ng/ml de NGF (nerve growth factor), les PC12 présentent aprés 1 ou 2
jours de culture une différenciation neuronale se caractérisant par 1’apparition de
prolongements et un arrét de la prolifération cellulaire (photo I11-4).

Dans le milieu de culture initial, les cellules PC12 synthétisent des neurotransmetteurs
catécholaminergiques : dopamine, adrénaline (épinephrine) et noradrénaline (norépinephrine)

(Greene et al 1976).
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Photo I11-3 : Cellules PC12 dans le milieu de culture classique (200x).

Photo I11-4 : cellules PC12 traitées par NGF (50 ng/ml) (200x).

111 -2 INVESTIGATION DES EFFETS DE LA STIMULATION ELECTRIQUE SUR

LA SECRETION CELLULAIRE

111 — 2 — 1 Premiers essais de stimulation électrique in vitro sur les cellules endocrines
GH3 et INS-1
Nous avons débuté 1’étude in vitro des effets de la stimulation électrique en utilisant des

cuves d’électroporation dans lesquelles sont réparties les cellules en suspension. Nous avons
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choisi les 2 lignées cellulaires endocriniennes, GH3 productrices de prolactine et INS-1
productrices d’insuline.

Les résultats obtenus aprés 3 heures de stimulation a basses et hautes fréquences
montrent une inhibition significative de 10 et 20 % de la sécrétion de prolactine par les
cellules GH3, respectivement, alors que la diminution de sécrétion d’insuline par les cellules
INS1 n’apparait pas significative (tableau III-1). Les résultats obtenus aprés 24 heures de
stimulation ne montrent pas de différences significatives de production de prolactine ou
d’insuline.

De plus les cellules sédimentent, et sont mal adaptées a ce dispositif qui n’est pas dédié
a la culture cellulaire. Pour ces raisons, nous avons abandonné ce dispositif, et nous avons
décidé de prendre le temps de mettre au point un dispositif de stimulation électrique

chronique in vitro plus adapté.

cellules | métabolites 3 heures 24 heures
mesurés HF BF HF BF
GH3 Prolactine Inhibition 20%, Inhibition 10%, NS NS
p<0.01 p<0.01
INS-1 insuline NS NS NS NS
Tableau Il1 - 1 : Effets de la stimulation électrique sur les cellules endocrines avec le systeme

BTX en cuve d’électroporation.
NS: non significatif. HF: haute fréquence, 130 Hz. BF: basse fréquence, 10 Hz. Le t-test

student est utilisé.

111 — 2 — 2 Mise en place d’un procédé expérimental de stimulation électrique in vitro

dédié a la neurostimulation a I’échelle cellulaire
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Nous avons mis au point un dispositif permettant de stimuler électriquement les cellules
cultivées sur leur support habituel : soit une plaque de 24 puits ou les puits sont reliés en série
par un pont de fils en titane conducteurs du courant électrique, soit une boite de Pétri de 10
cm de diamétre dans laquelle sont collés 2 fils en titane qui conduisent 1’¢lectricité (voir

figure III-1, Cf Matériels et Méthodes, figures II-1, 11-2 et photos 1I-1, II-2).

]
Ly

GENERATOR ™ = [SOLATOR

tal
Expaivmental set-up [ v

Experimental set-up 2

Figure 111 - 1 Montage expérimental en série d’une plaque de 24 puits et d’une boite de Pétri
pour la stimulation électrique des cellules in vitro.

Les cellules en culture sont ainsi soumises a une stimulation électrique dont les

parametres sont récapitulés ci-dessous. (Cf Matériels et Méthodes, tableau II-1 et figure II-3).

Condition Intervalle entre Durée Courant Duré¢e

¢lectrique | pulses/ Fréquence d’impulsion ¢lectrique d’exposition
SHF 7.7 ms/130Hz 60 pus 500 pA 3 ou 24 heures
SBF 100 ms/10Hz 60 ps 500 pA 3 ou 24 heures

Controle - - - 3 ou 24 heures
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Tableau Il - 1 Parametres de la stimulation électrique des cellules in vitro dans les montages

expérimentaux précédemment décrits.

/Ti
Stimulation
monophase amplitudeg
bipolaire
T2

HF
T1=60ps T2=7,7ms

BF
T1=60ps T2=100ms

Figure 11 - 3 Schéma de la stimulation électrique par onde carrée en conditions de HF et BF.

Notre montage expérimental a 1’avantage de permettre la stimulation d'une grande

quantité de cellules, d’étre reproductible et d’étre facile d’utilisation.

111 — 2 — 3 Les effets de la stimulation électrique sur les cellules endocrines GH3 et

comparaison de cet effet avec un traitement par la Dopamine

11 — 2 - 3 -1 Quantification et viabilité des cellules

Avant d’effectuer le dosage de prolactine secrétée par les cellules GH3, nous avons
vérifié I’absence de toxicité de la stimulation électrique sur les cellules.

Nous avons quantifié les cellules traitées ou non sur des périodes allant jusqu’a 24

heures. Aucune diminution du nombre de cellules par rapport au contréle n’est observée lors
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des stimulations électriques a basse ou haute fréquence, ainsi que lors d’un traitement avec

0.01 mM de dopamine (DA) (Figure III-2, Figure III-3).

Croissance des cellules
700000
650000
600000 7 [gewol

" mDA 001

o)

= 550000 | O SHF

(]

8 ODA-01
500000 - m SBF
450000 -

400000 -
Oh 3h 6h 12h 18h 24h
tem p

Figure I111-2 Croissance des cellules GH3 dans les différentes conditions.
En revanche, une cytotoxicité est observée lorsque les cellules sont soumises a un
traitement de DA de 0.1 mM pour des temps supérieurs a 3 heures. Cette toxicité apparait

significative pour un temps de traitement de 24 heures.
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Viabilité des cellules

100%

95% -

90% —e—ctrol
—a—DA-001

85% -+ SHF

DA-01

80% + X —%—SBF

75% <+

70% : : : ‘ ‘

Oh 3h 6h 12h 18h 24h

tem p

Figure 111-3 Les cellules GH3 sont quantifiées par un dosage WST1 lors des différents
traitements
ctrol-contréle, SHF-stimulation électrique a haute fréquence, SBF-stimulation électrique a
basse fréquence, DA-01- Dopamine 0.1mM, DA-001- Dopamine 0.01mM.

Nous avons confirmé cette toxicité par des comptages cellulaires avec exclusion au bleu
trypan qui montrent une diminution d’environ 10 % du nombre de cellules sur une durée du
traitement par la DA de 0.1 mM de 24 heures.

Nous avons aussi utilisé le test au MTT pour tester la viabilité des cellules PC12, juste
aprés la stimulation électrique, ainsi qu’aprés un jour et deux jours. Les résultats nous
indiquent qu’il n’y a pas de différence significative entre le controle, la SHF et la SBF (voir

tableau II1-2).
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MTT jour 0 jour 1 jour 2

3 heures Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF

moyenne 0,293 | 0,380 | 0,222 | 0,730 | 0,722 | 0,675 | 0,903 | 0,863 | 0,807

Ecart-type | 0,119 | 0,237 | 0,036 | 0,184 | 0,288 | 0,122 | 0,171 | 0,171 | 0,156

p 0,442 | 0,188 0,954 | 0,555 0,693 | 0,330

MTT jour 0 jour 1 jour 2

24 heures Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF

moyenne 0,478 | 0,360 | 0,508 | 0,863 | 0,725 | 0,800 | 0,930 | 0,970 | 0,980

Ecart-type 0,185 (0,113 | 0,155 | 0,160 | 0,143 | 0,102 | 0,260 | 0,200 | 0,245

p 0,210 | 0,767 0,145 | 0,432 0,377 | 0,777

Tableau Il1 - 2 Evaluation de la toxicité de la stimulation électrique sur les cellules PC12.

La toxicité due aux fils de titane et au courant électrique est mesurée par MTT pour les
cellules PC12 adhérentes sur la boite. Jour 0: juste apres la stimulation électrique; jour 1: 24
heures aprés la stimulation électrique; jour 2: 48 heures aprés la stimulation électrique.

SHF: la stimulation électrique a haute fréquence; SBF: la stimulation électrique a basse
fréquence. T-Test student.

Le dosage WST1 a été utilisé pour contrdler la viabilité des cellules GH3 juste apres la
stimulation électrique et un jour, deux jours aprés la stimulation. Les résultats nous

indiquent qu’il n’y a pas de différence significative pour la croissance cellulaire entre le

contrdle, la SHF et la SBF (voir tableau III-3).
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WST1 jour 0 jour 1 jour 2

3 heures Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF

moyenne 0,563 | 0,568 | 0,612 | 0,697 | 0,767 | 0,785 | 0,948 | 0,997 | 0,960

Ecart-type 0,179 | 0,204 | 0,145 | 0,177 | 0,106 | 0,185 | 0,143 | 0,126 | 0,073

p 0,965 | 0,618 0,425 | 0,418 0,549 | 0,862

WST1 jour 0 jour 1 jour 2

24 heures Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF | Ctrol | SHF | SBF

moyenne 0.505 | 0.578 [ 0,552 | 0.568 | 0.593 | 0.680 | 0.947 | 1.042 | 1.098

Ecart-type 0.158 | 0.164 { 0.119 | 0,152 | 0,070 | 0,095 | 0,259 | 0,070 | 0,046

p 0,449 | 0,577 0,723 1 0,159 0,405 | 0,188

Tableau 111 - 3 Evaluation de la toxicité de la stimulation électrique sur les cellules GH3

La toxicité due aux fils de titane et au courant électrique est testée pour les cellules GH3 en
suspension en suivant la prolifération cellulaire par le dosage WST1. Jour O: juste apres la
stimulation électrique; jour 1: 24 heures apres la stimulation électrique; jour 2: 48 heures
aprés la stimulation électrique. SHF: la stimulation électrique a haute fréquence; SBF: la
stimulation électrique a basse fréquence. T-Test student.

111 — 2 — 3 -2 Effets de la stimulation électrique et de la Dopamine sur la sécrétion
de Prolactine

Les dosages de prolactine effectués par RIA nous montrent que 3 heures de stimulation
a haute fréquence inhibent la sécrétion de prolactine par les cellules GH3 de 14.26 % =+ 0.05
(p <0.01), alors que la stimulation a basse fréquence n’a aucun effet.

Nous avons comparé les effets obtenus apres stimulation électrique avec ceux induits

par la stimulation chimique par la dopamine, connue pour étre un inhibiteur de la sécrétion de
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prolactine dans ces cellules. Les cellules ont été traitées par la dopamine a des concentrations

de 0.01 mM et 0.1mM.

Nous observons que 3 heures de traitement par la dopamine inhibe la sécrétion de

prolactine de 9.02 % + 0.04 (p = 0.033) pour une concentration de 0.01 mM et de 13.27 % +

0.06 (p = 0.002) pour une concentration de 0.1 mM, respectivement. (Figure I11-4 et tableau

I11-4)
Efletde 3 heures de stin ubtbn sur b secretbn de prohctne de
GH3
400
350 + ns
— 300 u S
\g sksk skk _|_
o0 250 L T T
N= T T 1
E 200 +
&)
< 150 +
g
o, 100 +
50 +
0 i i i 1
contiol SBF SHF DA-0.ImM DA-0.0Im M

Figure 111 - 4 Stimulation des cellules GH3 pendant 3 heures.

Ctrol-contréle, SHF stimulation a haute frequence, SBF-stimulation a basse fréquence,

DA-dopamine.
Ctrol-3h SHF-3h SBF-3h | DA-0.ImM [DA-0.01mM
moyenne 283.532 243.100 281.305 245918 257.945
Ecart-type 39.251 17.997 30.206 18.802 23.794
N 11 10 10 11 11
p (ANOVA) 0.0014 0.8526 0.0022 0.0327
1-test/control 14.26% 0.79% 13.27% 9.02%

56



PRESENTATION DES RESULTATS

Tableau I11 - 4 Résultats de la stimulation des cellules GH3 pendant 3 heures.

Ctrol-contréle, SHF-la stimulation électrique a haute fréquence, SBF-la stimulation
électrique a basse fréquence, DA-dopamine, 3h-3heures. Les tests statistiques utilisent le
logiciel ANOVA. Les chiffres en gras indiquent que I’inhibition est significative. ns: non

significatif)

Pour des durées de stimulation de 24 heures, la stimulation a haute fréquence inhibe la
sécrétion de prolactine de 40.27 % + 0.05 (p < 0.001), mais la stimulation a basse fréquence
n’a pas d’effet sur la sécrétion. Un traitement de 24 heures par 0.01 mM de dopamine inhibe

la sécrétion de prolactine de 37.57 % + 0.05 (p < 0.001) (figure III-5 et tableau III-5).

efletde 24 heures stin ubhtion sur
h secretion de prohctine de GH3
4000
3500 +
ns
2 3000 |
2 2500 | T L
[¢] skkk skekk
2000 +
g _
& 1500 + T =
% 1000 +
500
0 : : ;
control SBF SHF DA-0.0Im M

Figure 111 - 5 Stimulation des cellules GH3 pendant 24 heures.
Ctrol-contréle, SHF-la stimulation eélectrique a haute fréquence, SBF-la stimulation

électrique a basse fréquence, DA-dopamine, 24h-24 heures. ns : non significatif)
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Ctrol-24h SHF-24h SBF-24h DA0.01mM
moyenne 2615.855 1562.515 2715.224 1633.189
Ecart-type 125.886 123.821 259.551 85.909
N 11 11 11 11
p (ANOVA) <0.001 0.1596 <0.001
1-test/control 40.27% -3.80% 37.57%
Tableau I11 - 5 Résultats de la stimulation des cellules GH3 pendant 24 heures.

Les tests statistiques utilisent le logiciel ANOVA. Les chiffres en gras indiquent que

I’inhibition est significative.

111 — 2 — 4 Les effets de la stimulation électrique sur les cellules neuronales PC12

Apres les résultats positifs obtenus sur la lignée GH3 concernant la sécrétion de
prolactine, nous avons exploré les effets de la stimulation électrique sur la sécrétion de
catécholamines par les cellules neuronales PC12, en utilisant le méme dispositif de

stimulation électrique in vitro que celui utilisé pour les GH3.

Toutes les données concernant les catécholamines présentées ci-apres ont été analysées

par le test statistique ANOVA.

Les effets de 24 heures de stimulation a haute fréquence montrent une inhibition
significative de la sécrétion de DA de 32.70 % (p < 0.05) et de NA de 27.03 % (p < 0.05). En
revanche, la diminution de sécrétion de AD n’est pas significative. (Figure III-6 et tableau
II1-6, I1I-7, III-8). La stimulation des cellules a basse fréquence ne montre aucun effet sur la

sécrétion des différentes catécholamines par rapport aux cellules témoins.
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Pour la production de AD et NA, il y a une différence significative entre la SHF et la

SBF apres 24 heures de stimulation ¢électrique (I’AD, p = 0.0173 entre SHF et SBF; et pour

I’NA, p =0.025 entre SHF et SBF).

CATECHOLAMNES DE PC12 PENDANT
24 HEURES DE STMULATDN
1200
* kK
* *
1000 + — —
800 |
@ctol
=)
= 600 | mSHF
N OSBF
400 1
200 +
0 : :
DOPAM NE ADRENALNE NORADRENALNE
Figure 111 - 6 Sécrétion des catécholamines par les cellules PC12 stimulées a haute (SHF) ou
basse fréquence (SBF) pendant 24 heures.
*p<0.05;**p<0.01
Dopamine
Controle SHF SBF
Moyenne 776.86 522.80 636.77
Ecart-type 94.63 147.80 247.56
N 5 5 5
p (ANOVA) 0.035 0.2373
1-test/control 32.70% 18.03%
Tableau Il1 - 6 Sécrétion de Dopamine par les cellules stimulées 24 heures.
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Adrénaline
Controle SHF SBF
moyenne 459.85 376.77 693.84
Ecart-type 128.06 138.82 251.80
N 5 5 5
p (ANOVA) 0.4836 0.0645
1-test/control 18.07% -50.88%
Tableau 111 - 7 Sécrétion d’adrénaline par les cellules PC12 stimulées 24 heures.

p = 0.4836 (contréle vs SHF) ns; p = 0.0645 (contrdle vs SBF) ns ; p = 0.0173 (SHF vs SBF)

significatif.
Noradrénaline
Controle SHF SBF
Moyenne 631.09 460.52 701.09
Ecart-type 145.22 72.99 176.66
N 5 5 5
p (ANOVA) 0.039 0.162
1-test/control 27.03% -11.09%
Tableau I11 - 8 Sécrétion de noradrénaline par les cellules PC12 stimulées 24 heures

Test statistique ANOVA : p = 0.0392 (contr6le vs SHF); p = 0.1615 (contrdle vs SBF) ns ; p
= 0.0025 (SHF vs SBF)

En résumé, pour les cellules PC12, 3 heures de SHF et SBF ne donnent pas de

différence significative sur la sécrétion de catécholamines par rapport au controle ; tandis que
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pour les GH3, la sécrétion de PRL est significativement inhibée par la SHF dés 3 heures
(Figure II1-4 et III-5). En ce qui concerne les catécholamines, seule la sécrétion de NA et de
dopamine est significativement abaissée dans la condition SHF par rapport au contrdle et/ou
la SBF.

Il résulte des dosages de la prolactine effectués sur les cellules GH3 et des
catécholamines sur les cellules PC12 que la stimulation a haute fréquence sur une durée de 24

heures est plus efficaces que sur une durée plus courte de 3 heures.

CATECHOLAM NE DE PC12 PENDANT 3 HEURES
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DOPAM NE ADRENALNE NOR-ADRENALNE

Figure I11-7 La sécretion des catécholamines par les cellules PC12 stimulées a haute (SHF)
ou basse fréquence (SBF) pendant 3 heures.
*p<0.05;*p<0.01

Tous les résultats de la stimulation électrique sur les cellules PC12 pendant 3 heures

sont indiqués dans les tableaux ci-dessous (tableaux I11-9, I1I-10, III-11)
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Dopamine

Control SHF SBF
Moyenne 257.50 206.40 225.80

Ecart-type 24.09 49.49 14.32

N 5 5 5

ANOVA 0.061 0.181

1-test/control 19.85% 12.31%
Tableau 111 - 9 Sécrétion de Dopamine par les cellules stimulées 3 heures.

Entre controle et SHF : p=0.061 (ns) ; entre contréle et SBF : p=0.181(ns) ; entre SHF et
SBF : p=0.496 (ns).

Adrénaline

Controle SHF SBF
moyenne 216.60 211.20 225.00

Ecart-type 38.02 51.41 72.97

N 5 5 5

ANOVA 0.942 0.915
1-test/control 2.49% -3.88%
Tableau I11 - 10 Sécrétion d’adrénaline par les cellules stimulées 3 heures.

Entre contrdle et SHF p=0.942 (ns) ; entre contréle et SBF p=0.915 (ns) ; entre SHF et SBF
p=0.861 (ns)
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Noradrénaline
Control SHF SBF
Moyenne 409.40 287.75 394.00
Ecart-type 18.20 40.80 20.33
N 5 5 5
ANOVA 0.009 0.691
1-test/control 29.72% 3.76%
Tableau 111 - 11 Sécrétion de noradrénaline par les cellules stimulées 3 heures.

Entre controle et SHF p=0.009 (significatif) ; entre contrdle et SBF p=0.691(ns) ; entre SHF
et SBF p=0.023 (significatif).
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Il — 3 ANALYSE DU TRANSCRIPTOME DES CELLULES SHF PAR DNA
MICROARRAY

Pour investiguer des mécanismes potentiels impliqués dans les effets de la stimulation a
haute fréquence, notre travail a porté sur I’analyse du transcriptome avec la technique de DNA
microarray  utilisant des oligonucléotides longs déposés sur filtre nylon avec détection
radioactive, en référence au travail du groupe de Bertand Jordan et C Nguyen a Marseille. Des
membranes comportant 96 génes ou 4854 génes ont été utilisées.

Les membranes a 96 génes nous ont conduits a identifier 17 génes présentant une
différence significative entre les cellules SHF et SBF (voir figure III-8). Cette membrane test
comportait des oligonucléotides synthétisés par la sociét¢é MWG que nous n’avons pas retenu
pour passer a la phase plus pangénomique. Pour des raisons de contrdles qualité, nous avons
préféré retenir les oligonucléotides de la société Sigma comprenant un set de 4854
oligonucléotides longs. Les analyses de type « vecteur » ont bien validé la qualité de la
membrane.

Sur les 4854 geénes sondes, 39 génes présentaient des niveaux d’expression au moins 2
fois plus élevés dans le contrdle que dans la condition SHF. Inversement, 15 génes étaient 2
fois moins exprimés dans les cellules contrdles par rapport aux SHF (voir tableau I11-12). Nous
avons trouvé 20 geénes détectés uniquement dans la condition controle, et 13 geénes uniquement
dans la condition de SHF (voir tableau I1I-13). Pour ces génes la présence d’un zéro pour les

niveau d’expression empéche la réalisation d’un ratio.
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14

12

10 -

@ BF
— m HF

Figure 111 - 8 Mesure de I’expression des genes par DNA microarray sur la membrane de 96
genes

Profil comparatif des échantillons traitées basse fréquence (BF) et haute fréquence (HF).
L’axe des abscisses (X) indique les genes. L’axe des ordonnées (Y) indique le niveau

d’expression en unité arbitraire. Ces résultats sont obtenus sur la membrane de 96 génes.

Ces tableaux (tableau I11-12 et III-13) nous montrent : en vert les génes exprimés 2 fois
plus dans la condition controle que la condition SHF (39/54). En rouge les génes exprimés 2
fois moins dans la condition contrdle (15/54).

En vert barré les génes exprimés uniquement dans la condition contrdle (20/33). En
rouge barré les génes exprimés uniquement dans la condition SHF (13/33).

Plusieurs genes détectés modulés a 1’aide de la premiere membrane, le sont aussi dans la

membrane a 4854 geénes (EEF1, cytochrome C, en particulier).
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nom

Rattus norvegicus Nucleoplasmin-related protein (Nuclear protein B23

Rn.54537 (Npml), mRNA transcription regulation [0006355]
intracellular signaling cascade
Rn.555 Rattus norvegicus leukemia-associated gene (Lap18), mRNA [0007242]
proteolysis and peptidolysis
Rattus sp. DNA binding protein (URE-B1) mRNA, complete cds [0006508]
biological process unknown
Rn.2891 Rattus norvegicus mRNA for 26S proteasome p112 subunit, partial [0000004]
Rattus norvegicus mRNA for dC-stretch binding protein (CSBP), complete
Rn.11854 cds RNA processing [0006396]
Rn.25733 Rattus norvegicus Integrin, beta 1 (Itgb1), mRNA cell adhesion [0007155]
Rattus norvegicus Microvascular endothelial differentiation gene 1 (Mdgl),
Rn.29778 mRNA protein folding [0006457]
Rn.859 Rattus norvegicus Ras homolog enriched in brain (Rheb), mnRNA signal transduction [0007165]
intracellular signaling cascade
Rattus sp. mRNA for astrocytic phosphoprotein (PEA-15 gene) [0007242]
Rattus norvegicus substrate binding subunit of type II 5'-deiodinase D2p29
Rn.12516 mRNA, complete cds cell adhesion [0007155]
cell growth and/or maintenance
Rn.10928 Rattus norvegicus growth accentuating protein 43 (Gap43), mRNA [0008151]
proteolysis and peptidolysis
Rat mRNA for trypsin V b-form [0006508]
cell surface receptor linked signal
Rn.37476 Rattus norvegicus stromal cell derived factor receptor 1 (Sdfrl), mRNA transduction [0007166]
cell growth and/or maintenance
Rattus norvegicus mRNA for RhoA, partial cds [0008151]
Rn.10989 Rat X-chromosome linked phosphoglycerate kinase mRNA, complete cds glycolysis [0006096]
Rattus norvegicus Nopp140 associated protein (NAP65) mRNA, complete
Rn.43930 cds transcription [0006350]
Rn.3672 Rat 70 kd heat-shock-like protein mRNA, complete cds spermatogenesis [0007283]
Rattus norvegicus heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al (Hnrpal),
Rn.35870 mRNA mRNA processing [0006397]
{clone E536, estrogen induced gene} [rats, Sprague-Dawley, hypothalamus, |biological process unknown
RN.2989 mRNA Partial, 198 nt] [0000004]
biological process unknown
Rn.7735 Rattus norvegicus Nucleolin (Ncl), mRNA [0000004]
proteolysis and peptidolysis
Rn.10182 Rattus norvegicus Chymase 1, mast cell (Cmal), mRNA [0006508]
biological process unknown
R.norvegicus mRNA for PKC-zeta-interacting protein [0000004]
TGFbeta receptor signaling
Rn.11148 R.norvegicus mRNA from Leydig cell hypercalcemic tumour H-500 pathway [0007179]
Rattus norvegicus guanine nucleotide binding protein gamma 10 subunit
RN.3319 mRNA, partial cds signal transduction [0007165]
Rattus norvegicus clone UV36Sp6 ultraviolet B radiation-activated UV36 biological process unknown
mRNA, partial sequence [0000004]
ubiquitin-dependent protein
Rn.3594 Rattus norvegicus Lysophospholipase (Plala), mRNA degradation [0006511]
Rn.54869 Rattus norvegicus mRNA for hnRNP protein, partial RNA processing [0006396]
Rn.33965 Rattus norvegicus Caldesmon 1 (Caldl), mRNA muscle development [0007517]
biological process unknown
Rattus norvegicus F344 clone pCRJT4 partial mRNA sequence [0000004]
Rn.9195 Rattus norvegicus fumarylacetoacetate hydrolase (Fah), mnRNA tyrosine catabolism [0006572]
R.norvegicus mRNA for a fusion protein of ubiquitin and ribosomal protein
Rn.4300 L40 polyubiquitylation [0000209]
protein synthesis elongation
Rn.965 Rat elongation factor-1 alpha (ef-1) mRNA, complete cds [0006414]
biological process unknown
Rn.48724 Rattus norvegicus p34 mRNA, complete cds [0000004]
translational regulation, initiation
Rn.40123 Rattus norvegicus eukaryotic initiation factor 5 (elF-5) (Eif5), mRNA [0006446]
Rn.1904 Rattus norvegicus Adenylyl cyclase 4 (Adcy4), nRNA ion transport [0006811]
proteolysis and peptidolysis
Rn.1294 Rattus norvegicus Cathepsin L (Ctsl), mRNA [0006508]
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Rattus norvegicus Ubiquitin conjugating enzyme E2I (homologous to yeast |ubiquitin-dependent protein
Rn.2274 UBC9) (Ube2i), mRNA degradation [0006511]
proteolysis and peptidolysis
Rn.10364 Rat pre-mature mRNA for calpain, complete cds [0006508]
Rn.864 Rattus norvegicus mRNA for ribonucleoprotein F, complete cds RNA processing [0006396]
Rn.36966 Rat hemoglobin beta-chain mRNA, 3' end transport [0006810]
Rattus norvegicus developmentally-regulated cardiac factor (DRCEF-5) biological process unknown
mRNA, 3'end [0000004]
Rn.55109 Rattus norvegicus SHT3 receptor mRNA, complete cds transport [0006810]
biological process unknown
RN.1914 Rattus norvegicus DD6A4-3 mRNA, partial sequence [0000004]
Rn.786 Rattus norvegicus orphan receptor mRNA, complete cds transcription regulation [0006355]
developmental processes
Rn.14547 Rattus norvegicus ZOG mRNA, complete cds [0007275]
biological process unknown
RN.6292 Rattus norvegicus DD6A4-2(5) mRNA, partial sequence [0000004]
Rattus norvegicus putative protein phosphatase 1 nuclear targeting subunit
Rn.37758 (PNUTS) mRNA, complete cds protein-nucleus import [0006606]
Rattus norvegicus tandem pore domain potassium channel THIK-1 (Kenk13)
Rn.53793 mRNA, complete cds potassium transport [0006813]
Rattus norvegicus interleukin-6-dependent binding protein (IL-6DBP)
Rn.6479 mRNA, complete cds transcription regulation [0006355]
Rattus norvegicus GABA-alpha receptor gamma-3 subunit mRNA, complete
Rn.10369 cds ion transport [0006811]
biological process unknown
Rn.9841 Rattus norvegicus Proline-rich protein, salivary (Prpb), mRNA [0000004]
Rn.22471 Rattus norvegicus mRNA for Sulfotransferase K2 steroid metabolism [0008202]
Rattus norvegicus submaxillary gland alpha-2u globulin mRNA, complete
Rn.33965 cds transport [0006810]
developmental processes
Rn.48841 Rat calmodulin mRNA, complete cds, clone prCM79 [0007275]

Tableau 111 -12 Génes exprimés dans les conditions controle et SHF sur la membrane de

4859 genes. En vert : les genes exprimés 2 fois plus dans la condition contrdle que dans la

condition SHF. En rouge : les genes exprimés 2 fois moins dans la condition contréle que

dans la condition SHF.

Nom

Rn.55007|Rat mitochondrial ATP synthase beta subunit mRNA, complete cds

energy pathways [0006091]

GABAA receptor alpha 4 subunit [rats, mRNA, 1843 nt]

ion transport [0006811]

Rn.26586|Rattus norvegicus unknown mRNA

biological process unknown [0000004]

Rattus norvegicus antisense basic fibroblast growth factor GFG
Rn.31808|mRNA, complete cds

protein synthesis elongation [0006414]

RN.3696
6 11 beta-globin=II beta-globin {5' region} [rats, mRNA Partial, 1428 nt]

transport [0006810]

Rattus norvegicus activating transcription factor ATF-4 mRNA,
Rn.2423 |complete cds

transcription regulation [0006355]

Rn.11065|Rattus norvegicus regulator of G-protein signaling 4 (Rgs4), mRNA

regulation of G-protein coupled receptor
protein signaling pathway [0008277]

Rattus norvegicus proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha
Rn.1617 |type 2 (Psma2), mRNA

ubiquitin-dependent protein degradation
[0006511]

Rattus norvegicus calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha

Rn.30066|1D subunit (Cacnald), nRNA ion transport [0006811]
Rn.12262[Rattus norvegicus mRNA for phocein protein proteolysis and peptidolysis [0006508]
Rattus norvegicus B2 bradykinin receptor mRNA, complete cds circulation [0008015]

Rattus norvegicus clone UV123T7 ultraviolet B radiation-activated
'UV123 mRNA, partial sequence

biological process unknown [0000004]

Rattus sp. calcium-regulated heat stable protein CRHSP-24 mRNA,
complete cds

intracellular signaling cascade [0007242]

Rn.3562 [Rat unr mRNA for unr protein with unknown function

transcription regulation [0006355]

Rattus norvegicus intrinsic factor-B12 receptor precursor (CUBILIN)
Rn.3236 |mRNA, complete cds

physiological processes [0007582]

Rn.31766[Rattus norvegicus lin-7-Bb mRNA, complete cds

protein complex assembly [0006461]

Rn.25754|Rattus norvegicus matrix metalloproteinase inhibitor (TIMP-1)

developmental processes [0007275]
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mRNA, complete cds

Rattus sp. S100 alpha mRNA, partial cds signal transduction [0007165]

Rattus norvegicus Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Rn.54911|(Gapd), nRNA glycolysis [0006096]

transcription regulation, from Pol II promoter
Rn.5996 |Rat elongation factor SIII p15 subunit mMRNA, complete cds [0006357]

Rattus norvegicus Calcium channel subunit alpha 2 delta
Rn.11276|(dihydropyridine - sensitive L-type) (Cacna2), mRNA ion transport [0006811]

Rat small cytoplasmic RNA (alpha-1-RNA), complete cds biological process unknown [0000004]
Rn.10317|R.norvegicus mRNA for cytosolic resiniferatoxin-binding protein biological process unknown [0000004]
Rn.10020|Rattus norvegicus Aquaporin 4 (Aqp4), mRNA water transport [0006833]

nicotinic receptor alpha 7 subunit [rats, brain, nRNA, 3030 nt] transport [0006810]

Rn.3790 |Rattus norvegicus FAT mRNA, complete cds transport [0006810]

Narp=neuronal activity-regulated pentraxin [rats, hippocampus,

RN.7464 ImRNA, 2562 nt] transport [0006810]

Rattus norvegicus corneal wound healing related protein mRNA,

Rn.8432 |complete cds viral replication [0008166]

Rattus norvegicus Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Rn.54911|(Gapd), mRNA glycolysis [0006096]

Rn.42882|Rattus norvegicus neurexophilin 4 (Nph4) mRNA, complete cds transcription regulation [0006355]
Rn.11180[Rattus norvegicus adenosine receptor mRNA, complete cds sensory perception [0007600]

nucleobase, nucleoside, nucleotide and nucleic
Rn.3421 |Rat mRNA for adenylate kinase 2, complete cds acid metabolism [0006139]

Rattus norvegicus steroidogenic acute regulatory protein (StAR)

Rn.11399mRNA, complete cds C21-steroid hormone biosynthesis [0006700]

Tableau I11 -13 Genes exprimés dans les conditions contréle et SHF sur la membrane de
4859 genes. En vert barré : les genes n’étant exprimeés que dans la condition contréle. En

rouge barré : les genes n’étant exprimés que dans la condition SHF.
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A4

o

Figure 111 - 9 : Analyse en réseau a I’aide du logiciel « Pathway assist » de tous les genes

significativement modulés par la stimulation a haute fréquence.
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Figure 111 - 10: Les réseaux obtenus pour les items « activité neuronale et synthése protéique
et calcium ».

L’utilisation du logiciel « Pathway assist » donne des résultats trop complexes quand
aucun filtrage des données n’est effectué¢ (figure I11-9). Pour simplifier et focaliser sur les
questions biologiques principales nous avons focalisée 1’interrogation de la base de données

sur les mots clé : activité neuronale, synthése protéique et calcium (figure I11-10).
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I - 4 LES EFFETS DE LA SHF: CONFIRMATION DE L’IMPACT SUR

INHIBITION DE LA SYNTHESE PROTEIQUE

Afin de confirmer I'impact sur la synthése protéique suggéré par les réseaux
transcriptomique, nous avons étudié la synthése protéique globale des cellules en utilisant a la
fois des techniques classiques comme [’incorporation de méthionine marquée et le

SELDI-TOF.

111 -4 -1 Mise en évidence par la technique d’incorporation de méthionine

La technique d’incorporation de la méthionine marquée au *°S est utilisée pour analyser
la synthese protéique des cellules traitées par SHF. Deux expériences indépendantes réalisées
sur chacune des lignées cellulaires (GH3 et PC12), montrent une inhibition significative de
I’incorporation de méthionine dans les cellules traitées, et cela aussi bien aprés 3 heures que
24 heures de stimulation. Les protéines sont détectées apres électrophorése (SDS-PAGE) de
I’extrait cellulaire et aprés analyse quantitative a ’aide d’un détecteur a haute sensibilité
(Phospho-Imager).

Par comparaison avec les bandes standards de masse moléculaire (Full range Rainbow ™™
Amersham, UK), les protéines détectées présentent des masses comprises entres 20 kDa et 75
kDa.

Les quantités de radioactivité incorporées, mesurées pour la méme surface de gel, ont
été comparées entre les cellules témoins et stimulées. Les effets du traitement SHF par rapport
au groupe controle, pour les cellules GH3 pendant 3 heures, GH3 pendant 24 heures, PC12
pendant 3 heures et PC12 pendant 24 heures, sont présentés par les figures II1-12, 11I-14,

I11-16 et I1I-18 respectivement ; ainsi que par les profils III-11, III-13, III-15 et IT11-17.
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Les figures III-11, III-13, I1I-15, et III-17 montrent les profils protéiques obtenus aprés
¢lectrophorese  SDS-PAGE et les figures III-12, III-14, III-16 et III-18 montrent
les comparaisons des quantités de radioactivité par unité de surface, entre le groupe controle
et le groupe SHF.

Le t-Test de student a été utilisé pour les analyses statistiques des résultats.
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Figure 111 -11 Profils de migration protéique obtenue pour les GH3 apres 3 heures

d’expérience. En noir - contrdle ; en bleu - SHF 3 heures.
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Com paraison entre conttok etSHF pendant3 heures —Celuks
GHS3
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Figure 111 -12 Comparaison de la quantité de radioactivité en PSL (unités arbitraires) entre
les groupes controles et SHF.

Pour les 4 expériences réalisées : p=0.044; <0.001; 0.055; <0.001. Les inhibitions
respectives sont 25.85% ; 22.16% ; 26.85% ; 39.69%. (moyenne : 28.64%, écartype : 7.64%)
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Figure 111 - 13 Profils de migration protéique obtenue pour les GH3 aprés 24 heures

d’expérience. En noir - controle ; en vert - SHF 24 heures.
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Figure 111 - 14 Comparaison de la quantité de radioactivité entre le groupe contréle et SHF.

Pour les 4 expériences réalisées :

p <0.001; <0.001; =0.001; =0.001. Les inhibitions

respectives sont 58.35% ; 52.58% ; 40.94% ; 34.27%. (moyenne : 46.53%, écart-type :

10.92%)).
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Figure 111 - 15 Profils de migration protéique obtenue aprés 3 heures de la SHF sur les

PC12. Ennoir - contr6le ; en rouge - SHF 3 heures.
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comparaison entre contréle et SHF 3h sur PC12
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Figure 111 - 16 Comparaison entre les groupes controle et SHF sur PC12 3heures.

Sur les 2 expériences : p<0.001 ; p=0.01. Leurs inhibitions sont 16.73% ; 12.59%.
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Figure 11 - 17 Profils de migration protéique obtenue apres 24 heures de SHF sur PC12.

En noir - contrdle ; en bleu - SHF 24 heures.
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Comparaison entre contrble et SHF 24h-cellules PC12
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Figure 111 - 18 Comparaison entre les groupes contrdle et SHF sur PC12 pendant 24heures.

Sur les 2 expériences : p<0.001 ; p=0.003. Leurs inhibitions sont 17.16% ; 25.62%.

Les résultats d’incorporation de la méthionine *°S, aprés électrophorése de 1’extrait
cellulaire, nous montrent que la SHF a un effet d’inhibition globale sur la synthése protéique
des cellules. Ces pourcentages d’inhibition d’environ 12% a 58% sont en accord avec ceux
observés au niveau de la sécrétion extracellulaire de PRL et de catécholamines entre 3 et 24

heures de SHF.

111 -4 -2 Analyse protéomique par la technique SELDI-TOF-MS

11 est apparu important de valider I’impact de la stimulation a HF sur les cellules par une
technique plus moderne apportant un deuxieme ¢lément de confirmation et une focalisation de
I’analyse protéomique sur les petites masses, ce qui est intéressant pour les neuropeptides par
exemple non détectés en gel d’acrylamide. Pour ce faire, I’analyse de la synthése protéique
des extraits cellulaires, a été également réalisée par la technologie SELDI-TOF, technique de

« Surface Enhanced Laser Desorption/Ionization ».
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Les barrettes de séparation utilisées comportent des surfaces chromatographiques de
natures diverses permettant d’étudier différents sub-protéomes. Nous avons essayé les
surfaces H50 (hydrophobe), SAX2 (échangeuse d’anions) et WCX2 (échangeuse de cations).
Les dépots ont été réalisés manuellement par la technique « en goutte » et également en
utilisant « un bioprocesseur » permettant des dépots. Différents essais préliminaires nous ont
permis de déterminer les conditions pour réaliser nos expériences. La surface H50 et le dépdt

en goutte donnant les résultats discriminants les meilleurs ont été retenus (figure I11-19).

I1-4-2-1 Expression protéique des cellules GH3 et des cellules PC12

Deux types d’approche sont utilisés pour 1’analyse des données biologiques globales. La
premicre, plus classique, consiste a comparer de fagon multiparamétrique les données
quantitatives de différentes protéines ou des peptides détectés afin de déterminer lesquels
augmentent ou au contraire diminuent. La deuxiéme approche complémentaire consiste a
effectuer une analyse non supervisée par clustering en utilisant en particulier le clustering de
Eisen (Eisen’s Cluster and Treeview software). Dans cette approche, les échantillons sont
classés en fonction de la moyenne ou de la médiane des données quantitatives de chaque pic
protéique. Les échantillons présentant des similarités dans leur profil d’expression protéique
sont regroupé€s entre eux. On obtient ainsi une signature spécifique d’un type d’échantillon ou
d’une condition expérimentale.

La distribution des échantillons effectuée par le clustering SELDI-TOF représentée par
la figure I1I-20 montre que la majorité des protéines et des peptides sont quantitativement
diminués par la stimulation ¢lectrique a haute fréquence pendant 3 heures.

Nous pouvons remarquer que dans les extraits protéiques des cellules GH3 traitées par
SHF, 68% des pics détectés, soit 32 sur 47, sont présents a des quantités inférieures a ceux
détectés dans les cellules contrdles. Pour les cellules PC12, le pourcentage de pics d’intensité

plus faible avec la SHF est de 85%, soit 28 sur 33.
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Toutefois, il est a noter que 32 % des pics détectés dans les cellules GH3 traitées par la
SHF et 15 % des pics détectés dans les PC12, sont présents en quantité supérieure par rapport
au controle (voir figure 111-20).

L’analyse clustering non supervisée montre qu’il existe bien une signature protéomique
spécifique de la stimulation a haute fréquence avec un regroupement systématique des
¢chantillons SHF dans un groupe complétement distinct des autres groupes (figure I11-21).
Cela confirme le résultat sur les données supervisées aussi bien pour les cellules GH3 que
pour les PC12.

D’aprés les résultats que nous avons eus, I’impact de la stimulation a haute fréquence est

plus important sur les cellules PC12 que sur les cellules endocrines GH3.
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Cartes de comparaison des profils

PRESENTATION DES RESULTATS

5000 10000 15000 20000
40 7387.1+H 11699129H7 . 1+H
8181. 7+H
7Pp7
36 9931.8+H SAX2
4+ 12578.4+H
51 3]?%15@6@ Gl drd, - 9+GH f%[’ %g%+th|gl4ﬁ?? @lgﬁfﬁﬁv:ﬂﬂah 10H54 2+71|;<1H Fiﬁz{m765ﬁHH 1259 5m+aH3 P l15702.8+H
0 | 06.9+HI F 2903 21 117064 4+H 1972
10208 7+h 14660 7+H|
N
5000 10000 15000 20000
5000 10000 15000 20000
40 8428.0+H
20
da 7@ 00lo+H 34849894 82;@%]?@5 11467 6+ H 15687.4+H WCX2
PeakMap
. %@L o P05 4 i e}
2 250t t'6) Sg 06476+ H T 10460.3+H 562 .1 +FH T T588 8 .8 FH T
20 8538 .6+H
5000 10000 15000 20000
5000 10000 15000 20000
7406 .6+H H50
6302 4+H
10 $3 8 Basind 2oy 3 547ap B ROF M2+ H
] 1 |882549+4H14'7F1H015{1']50*1'66'3+?1613221+4H7‘4+H 1379:1_114+?1499'|81*5"ﬁ2f1%+7f03.5+»-16630.3+H
0 |
dogs 3+n 16985.8+H |
10 8001 .6+H
8511.9+H
5000 10000 15000

20000

Figure 111 - 19 L’intensité du contrdle moins I’intensité de la SHF est portée en fonction de la masse du pic

Trois surfaces SAX2, WCX2 et H50 avec la technique « en goutte » ont été étudiees.
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Clustering des échantillons selon la méthode SELDI-TOF
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Figure 111 - 20 Distribution des échantillons.

Comparaison entre le groupe contréle et le groupe SHF sur les cellules GH3 et PC12 avec la barrette H50. Point rouge : SHF, carré
bleu : contrdle.
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Figure 111 - 21 Clustering de Eisen des données SELDI-TOF en fonction de la moyenne des intensités

Comparaison entre le groupe contréle et SHF sur les cellules GH3 et PC12
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Il - 4 — 2 — 2 Effets d’un facteur bloquant des canaux ioniques et effets d’un
inhibiteur de la PKC

Nous savons que les courants €lectriques ont une action importante sur la membrane
cellulaire, et que les canaux ioniques situés au niveau de la membrane jouent un role
primordial.

Pour comparer les effets de la SHF sur les cellules et les effets de certains produits
connus pour bloquer les canaux ioniques sur ces cellules, nous avons choisi trois modulateurs
des canaux ioniques. Il s’agit de TMA bloquant le canal ionique du potassium, de LaCls,
bloquant le canal ionique du calcium et de la Nifedipine bloquant le canal ionique du L-type
calcium.

Un facteur inhibiteur de la protéine kinase C (PKC) a également été testé, il s’agit de
H-7 [1-(5-Isoquinolinylsulfonyl)-2-methylpiperazine dihydrochloride].

Les résultats des différentes conditions de traitement des cellules PC12 pendant 3 heures
sont présentés ci-dessous par la figue I11-22.

6 conditions sont étudiés : Controle, SHF, TMA, LaCl; Nifedipine et H7. Deux
conditions témoins supplémentaires sont déterminées par la fagon de dissoudre les
médicaments, LaCl; est dissous dans I’Hepes a SO0mM et la Nifedipine dans du DMSO pur.
Les cellules ont donc subi un traitement par ces solvants La figure III-22 indique les pics
détectés de fagon automatique par le logiciel SELDI; les détails sont analysés et présentés

dans les figures I11-23, 111-24.
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Figure 111 - 22 Clustering des échantillons en fonction des 6 conditions

Distribution des échantillons :Différentes facons de normaliser les intensités selon le logiciel SELDI:

En haut (1) «normalisation log », les intensités des pics sont comparées a la moyenne et sont réparties de part et d’autre I’axe « 0 » correspond

a la moyenne. En bas (2) « normalisation linaire », les intensités des pics sont présentées en pourcentage par rapport a I’intensité maximale de

100 %.

Répartition des échantillons par le cluster Wisar. En haute : Les intensités des pics sont présentées en pourcentage. En bas : les intensités

des pics sont comparées a la moyenne des échantillons (considérée a 0)
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Comparaison entre les échantillon contréles, SHF et les facteurs bloquants des canaux ioniques
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Figure 111 — 23 Comparaison entre les échantillons contrdle, SHF et des facteurs bloguants les canaux ioniques.
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Figure 111 - 24 Comparaison entre controle, SHF et H7



Nous avons compar¢ les extraits protéiques des cellules PC12 contrdéle, SHF et traitées
par 3 facteurs bloquant des canaux ioniques. Cette image nous montre que la majorité des pics
détectés dans les cellules contrdles sont présents en plus grande quantité par rapport aux
cellules traitées SHF et par ces inhibiteurs. Par contre autour de 11200 (M/Z), des protéines
apparaissent surexprimées dans les cellules traitées SHF et par les différents produits. Cela
suggere le role d’un facteur activant la synthése de certaines protéines pendant la SHF.

Nous avons comparé le contrdle, SHF et H7 (inhibiteur de PKC) et nous avons
constaté que les pics dans la condition controle sont d’intensité supérieure aux autres
conditions, excepté le pic autour de 11300 (M/Z) qui est plus intense dans la condition SHF.
Par ailleurs, le mode de normalisation « log » nous indique que deux pics autour de 16 000
et 18 000 (M/Z) présentent des intensités plus élevées pour H7 par rapport a SHF, alors que
a I’inverse, pour tous les autres pics, la condition H7 présentait des intensités plus faibles par
rapport a la condition SHF. Cela suggérerait 1’existence de mécanismes différents pour

les facteurs bloquants des canaux ioniques et le facteur inhibiteur de PKC.

111 - 4 — 2 — 3 Confirmation des effets inhibiteurs de la synthese protéique in vivo

dans le cerveau de souris.

Nous avons réalisé une stimulation corticale a haute et basse fréquence, au niveau du
cortex moteur pendant 3 heures. Le cerveau a été disséqué au niveau de la zone de stimulation.
Nous avons vérifié¢ 1’absence de 1ésion par I’analyse histologique. Puis nous avons étudié in
situ par imagerie tissulaire protéomique de type SELDI-TOF les niveaux régionaux
d’expression protéique sur une zone de 2 mm. Au contact de 1’¢lectrode sur une zone de 1 mm
environ nous observons une diminution trés significative de 1’expression protéique qui décroit
dés 2 mm. Ces résultats sont retrouvés sur les deux surfaces testés, H50 et CM10 (figure

111-25).
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Figure 111 - 25 : Analyse protéomique SELDI-TOF in situ sur coupe autour de I’électrode de

stimulation corticale.
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DISCYSSION ETPERSPECTIVES



Les mecanismes de la stimulation électrique a haute fréquence in vivo restant peu
élucidés et vivement discutés, il nous a paru important de mener une étude fondamentale in
vitro visant a déterminer a un échelon cellulaire et moléculaire les mécanismes mis en jeu par
la stimulation électriqgue. Une étude de la sécrétion des cellules, de leur modulation

transcriptomique et protéomique a été menée.

IV - 1 VALIDATION DE LA TECHNOLOGIE UTILISEE ET CHOIX DES
SYSTEMES CELLULAIRES

Les cellules choisies pour notre modeéle devaient d’une part présenter une réponse
spontanée a I’électrostimulation et d’autre part étre sensibles a un neurotransmetteur ou a un
neurotoxique, utilisé comme témoin de réponse métabolique. Des cellules endocrines INS-1
de pancréas de rat ont été testées pour leur sécrétion d’insuline dans les milieux de culture
pendant I’électrostimulation. Mais aucune différence significative n’a pu étre retrouvée entre
les cellules stimulées et controles. Il est possible que cette lignée cellulaire soit peu excitable.
Cette lignée n’a donc pas été sélectionnée pour nos expeériences. La lignée de rat GH3
provenant d’une tumeur de la glande pituitaire (prolactinome) qui présente une sécrétion de
prolactine importante pouvant étre inhibée efficacement par la dopamine a été retenue pour
notre étude. La lignée de rat PC12, de type neuronal, issue d’une tumeur de la glande
surrénale  (phéochromocytome), et sécrétant les catécholamines qui sont des

neurotransmetteurs a également été choisie.

Le préalable a ces études était de disposer d’un systeme simple, fiable et reproductible
de stimulation électrique in vitro. L'histoire de la neurophysiologie et son évolution étant liée
aux appareillages qu'elle a développés, on se devait d’élaborer un systeme performant pour la

stimulation électrique des cellules. Au tout début, nous avions utilisé un dispositif dédié a
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I’électroporation [BTX (Balanced Technology eXtended, WPI, USA)]. La stimulation
électrique des cellules était pratiquée dans cette boite d’électroporation, avec dans ce cas,
deux électrodes plates placées face a face. Mais ce dispositif générait des résultats non
reproductibles pour les longues durées de stimulation. En effet, a la fin des 24 heures
d’expérimentation, dans cette cuve d’électroporation, la densité des cellules était tres
hétérogéne, de plus en plus forte de haut en bas. La majorité des cellules se trouvait donc a la
partie basale de la cuve, expliquant probablement I’inadéquation du dispositif.

Par la suite, nous avons apporté des modifications au systeme précédemment décrit par
Brevet (Brevet A, 1976, Science). Notre dispositif est constitué d’une plaque de culture
cellulaire de 24 puits en série, ce systeme nous a permis d’adapter les parametres de la
stimulation électrique réalisée en milieu clinique pour soigner la maladie de PD a des études
in vitro (figure I1-1 et photo 11-1).

L’autre systeme que nous avons mis en ceuvre, constitueé d’une grande boite de Pétri de
10 cm de diameétre (figure 11-2 et photo 11-2) a présenté I’avantage de produire une grande
quantité de cellules, facilitant les analyses ultérieures. Dans toutes nos expériences, nous
avons donc utilisé ces deux systemes de stimulation électrique continue comportant un
stimulateur et un isolateur. Toutes les expérimentations ont été contrdlées a I’aide d’un
oscilloscope.

Dans nos systemes, le fait d’utiliser deux électrodes bipolaires dans les milieux de
culture permet d’assurer un champ électrique stable et homogéne (photo 11-3) pendant toute la
durée de stimulation, contrairement aux électrodes mono-polaires utilisées in vivo entrainant
des irrégularités dans le courant du fait des distances différentes entre I’électrode et le noyau
(Mclntyre et al 2004).

A partir de nos travaux une collaboration industrielle a été menée avec le LETI

(Laboratoire d’Electronique de Technologie de I’Information) au Centre d’études nucléaires
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de Grenoble CEA (Commissariat a I’Energie Atomique) a Grenoble afin de mettre en place
un dispositif produit de facon industrielle. Les resultats de cette collaboration ne sont pas
exposes ici, mais devraient a terme permettre de disposer d’un dispositif industriel de
stimulation électrique in vitro.

Cette phase, technologique était indispensable pour disposer de résultats surs,

indépendants d’une éventuelle cytotoxicité du dispositif.

IV - 2 LES EFFETS DE LA STIMULATION ELECTRIQUE IN VITRO SUR LA
SECRETION DE PROLACTINE DE GH3 ET DES CATECHOLAMINES DE PC12

Apres la mise au point du systéme de stimulation électrique des cellules in vitro, nous
avons étudié dans un premier temps la sécrétion de neurotransmetteurs et la sécrétion
hormonale des cellules.

La prolactine est une protéine d’environ 25.7 kDa composee de 226 acides aminés. Sa
quantité accumulée dans une cellule résulte d’un équilibre entre sa synthese et sa dégradation.
La sécrétion protéique est d’abord localisée dans le réticulum endoplasmique, puis dans
I’appareil de golgi avant d’atteindre les granules de sécrétion.

Les catécholamines (voir figure IV-1) regroupant la Dopamine (DA), I’Adrénaline (AD)
et la Noradrénaline (NA), sécrétées par les PC12, sont des molécules a fonction de

neurotransmetteurs.

HO
:@— CH, —+— CHy —NH,

HO a Dopamine
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Figure IV - 1 Formule des catécholamines: dopamine (DA), adrénaline (AD) et

noradrénaline (NA).

Les catécholamines sont synthétisées a partir de la tyrosine. La tyrosine est hydroxylée
en 3-4 dihydroxy phénylalanine (DOPA) par la tyrosine hydroxylase. La DOPA est
décarboxylée par la L-dopa décarboxylase et fournit de la dopamine. L'hydroxylation du
Carbone de la chaine latérale de la dopamine par la dopamine hydroxylase conduit a la
noradrénaline. Dans la médullosurrénale, I'enzyme phenyléthanolamine N-méthyl transférase
(PNMT), qui ne se trouve pas dans les neurones sympathiques, catalyse la N-méthylation de
la noradrénaline en adrénaline. Dans le cas de la  synthése des Catécholamines, les différents
enzymes qui ont une fonction importante (figure 1V-2) sont aussi des protéines (voir carré
rouge dans la figure 1V-2).

Le mécanisme de la SHF pourrait dépendre de ces protéines et donc influencer la

sécrétion des catécholamines des PC12.
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Figure IV - 2 La synthése de catécholamine

Selon les observations cliniques et les résultats des expériences sur les animaux, nous
pouvons formuler I’hypothese que la SHF inhiberait la syntheése protéique et la production
d’hormones ou de neurotransmetteurs dans le milieu extracellulaire. Dans nos expériences
avec les cellules PC12, nous avons observe que la SHF n’a pas d’effet inhibiteur identique sur
la production de toutes les catécholamines. En effet sur une durée de 24 heures, la SHF inhibe
la production de DA et de NA, mais n’a pas d’effet significatif sur la production de AD. Nous
notons par ailleurs une similarité entre les molécules DA et NA au niveau de leurs structures
chimiques qui comportent toutes deux le méme groupe —CH,-NH, (figure 1V-1), tandis que

AD posséde un groupe different -CH,-NH-CHjs. De plus, la dopamine et la noradrénaline sont
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des neurotransmetteurs synthétisés au niveau du cerveau, par contre I’adrénaline est un
neurotransmetteur synthétisé dans la glande médullosurrénale. Les effets de la SHF pendant 3
heures sur la production des cellules PC12 n’ont pas été visibles contrairement aux cellules
GH3 pour lesquelles ils ont été mesurés. Deux facteurs pourraient expliquer cette différence.
D’une part, la demi-vie de la Prolactine chez GH3 serait de 30 minutes, et celle des
Catécholamines chez PC12 d’environ 18 heures (résultats non publiés). D’autre part, le temps
de doublement des GH3 de 48 heures est notablement plus court que celui des PC12 qui est

de 92 heures d’apreés le fournisseur de cellules ATCC (American Type Culture Collection).

IV — 3 LES MECANISMES POSSIBLES DE LA STI MULATION ELECTRIQUE

DES CELLULES
-
ADN | =——> | mARN mARN | —> Protéine Sécrétion

Figure 1V - 3 Schéma des mécanismes possibles de la SHF au niveau cellulaire

Dans le schéma ci-dessus (voir figure 1V-3), nous essayons d’envisager les différents

points d’impact possibles de I’effet inhibiteur sur la production de prolactine ou de
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catecholamines de la stimulation électrique a haute fréquence. Les résultats obtenus dans la
premiére partie du travail nous ont permis de montrer que la SHF inhibe la production
d’hormone des cellules GH3 ainsi que celle des neurotransmetteurs catécholaminergiques des
cellules PC12. La question est de savoir a quel point du processus de synthése et de sécretion
protéique agit la SHF ?

Nos expeériences ont dosé la prolactine et les catécholamines dans le milieu de culture,
I’impact de la stimulation électrique expliquant I’effet inhibiteur constaté peut donc se situer a
n’importe quel niveau de la chaine biologique conduisant a la présence de ces facteurs dans le
milieu de culture. Le premier niveau est la transcription, suivi de la traduction des protéines et
de leur sécrétion dans le milieu. Des enzymes interviennent aussi dans le métabolisme comme
la TH pour la dopamine, qui peuvent subir elles-mémes ce type de régulation. Les mécanismes
moléculaires impliqués dans la production d’hormones et de neurotransmetteur commencent a
étre mieux connus. Pour la prolactine, les éléments clés de régulation, impliquent les voies de la

PKC et de la PKA en lien direct avec les voies de régulation du calcium (figure 1V-4).

Récepteur
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Figure IV - 4 Biosynthese et sécrétion de la protéine, réle de nombreux facteurs.

(1) Les facteurs bloguant les canaux ioniques pourraient via le récepteur, la protéine G et la
PKA influencer les synthéses protéiques. (2) LaCl3 et Nifedipine bloguent les canaux ioniques
du Calcium qui ont un role activateur dans la transcription des ARN messagers dans le noyau.
LaCl3 et Nifedipine inhibent donc la synthése protéique de PRL. (3) PKC est un facteur

activateur de la synthése des protéines, H7 est un inhibiteur de PKC.

Ce schéma peut aussi s’appliquer aux catécholamines, de fagon un peu réductionniste.
Dans la chaine biologique partant de I’ADN et conduisant a la sécrétion des protéines (figure
IV-3) de multiples facteurs cellulaires interviennent. La stimulation électrique étant un
événement externe imposé a la cellule, la membrane cellulaire et les régulations biochimiques
immédiatement sous jacentes, sont une cible obligatoire. Les membranes cellulaires jouent un
role prépondérant dans I’effet de la neurostimulation, comme I’on montré les travaux réalisés
en électrophysiologie. Notre discussion et nos hypothéses sur les effets de la SHF porteront

donc essentiellement autour de ces points (figure 1V-4).

IV - 3 — 1 Effets de la stimulation électrique sur la transcription

Nous avons recherché les modifications d’expression induites par la stimulation a haute
fréquence sur les cellules en culture.

Une étude transcriptomique a été menée utilisant la technique des DNA microarray sur
nylon a I’aide d’oligonucléotides longs et d’une détection radioactive. Pour élargir les
hypothéses physiopathologiques, nous avons effectué cette étude transcriptomique visant a
explorer de facon globale les modifications d’expression génique induite par la SHF. Cette
technique est une adaptation de la technique utilisant des produits PCR décrite par le groupe
de BR Jordan de Marseille. Elle a I’avantage d’étre plus sensible que les techniques
fluorescentes et de permettre une normalisation des résultats en fonction de la quantité
d’oligonucléotides déposés qui est indispensable. La négligence de ce type de normalisation

par les techniques plus conventionnelles explique probablement les non reproductibilités
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récemment rapportées dans le domaine transcriptomique. Les résultats présentés ici ont
constitues la premiére validation d’une membrane « oligonucléotide rat » produite par le
laboratoire.

Des modifications significatives d’expression génique ont été observées sur les 5000
genes ciblés sur les membranes, 200 sont détectes dans les cultures et 87 de ces 200 (soit 41%
des génes) sont modifiés au niveau de I’expression génique. Nous n’avons retenu que les
genes dont I’expression genique est modifiée de plus de 2 fois. On observe une diminution de
I’expression pour 39/54 genes exprimés (SHF / contrdle < 2) et une inhibition pratiquement
complete pour 20/33 genes exprimés (SHF / contrble = 0). Par contre, on note une
augmentation de I’expression pour 15/54 des genes exprimés (SHF / contr6le>2) mais dans
13/33, I’expression est induite par la SHF alors que les génes ne sont pratiquement pas
détectés dans la situation contréle (sans SHF). Soit au total une diminution pour les deux tiers
et une augmentation pour 1/3 des genes repérés. Ainsi, au plan génomique c’est I’inhibition
qui I’emporte avec cependant un tableau d’ensemble plus complexe puisque certains genes

présentent une augmentation de leur niveau d’expression.

Les voies impliquées regroupant ces modifications d’expression génique peuvent étre
regroupées dans des groupes fonctionnels qui renvoient a des cibles physiopathologiques
potentiellement importantes dans le contexte de la neurostimulation cérébrale (voir figure

IV-5):
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Signalisation calcique

Neuromédiateurs

Energetique
cellulaire

Translation,
élongation,
dégradation
des protéines

Expression génique

Transduction
du signal

Activiteé transcriptionnelles
régulées par I'activité electrique

Figure IV - 5 Facteurs dont I’expression génique est modifiée par la SHF

- Lasignalisation calcique

- La synthése/élongation/dégradation des protéines

- Les neuromédiateurs

- L’énergétique cellulaire

- Latransduction du signal

- Des facteurs transcriptionnels dont certains sont connus pour étre régules par

I’activité électrique

Enfin un certain nombre de génes ne peuvent étre classés de facon rigoureuse.

La discussion des données transcriptomiques peut se mener a deux niveaux, le premier
toujours assez discutable consiste a prendre en compte les génes de facon individuelle, le
deuxiéme qui manque encore d’outils bien validé vise a intégrer I’ensemble des données dans

un réseau global explicatif.
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A partir de ces données transcriptomiques orientant vers une régulation négative de la
synthese protéigque, nous avons voulu confirmer cette hypothese par I’étude du protéome. La
diminution tres importante de I’ATPsynthase va bien dans le sens d’une inactivation du
métabolisme énergétique de la cellule, qui cadre bien avec I’inhibition fonctionnelle de la
structure. 1l en est de méme pour la diminution de la cytochrome oxydase confirmée sur nos
deux membranes et retrouvée dans I’étude de P Salin (2002). L’inhibition de I’énergétique
mitochondriale pourrait étre un point d’impact majeure de la neurostimulation, a confirmer et
a explorer de facon plus approfondie. L’augmentation de la calmoduline va dans le sens d’un
tamponnage augmenté du calcium qui participerait a neutraliser les phénomeénes
excitotoxiques locaux.

Dans les cellules en situation physiologique normale, les canaux ioniques sont
responsables des signaux électriques rapides, nécessaires a la transmission de
I’information.

Les canaux calciques jouent un réle important dans la sécrétion des cellules. Ils
comprennent plusieurs types (L, T, N, P/Q, R), chacun impliquant des protéines spécifiques.
Les échanges de calcium intracellulaire participent a la modulation des fonctions cellulaires
(Fisher et al 2001). Les études sur tranches ont montré (Beurrier et al 2001, Garcia et al 2003)
le réle important des canaux calciques dans la mise en jeu de certains effets de la SHF, en
accord avec les données de la littérature. Nous montrons au niveau transcriptomique des
modifications des canaux potassique et calciques voltages dépendants qui vont dans le sens
d’une diminution de la dépolarisation membranaire. Cependant ces données ne sauraient
remplacer I’étude électrophysiologie et doivent étre discutées avec prudence. Dans cette
perspective, un complément électrophysiologie et surtout une analyse de I’imagerie calcique

et de sa modulation par des inhibiteurs de ces différents canaux et en cours. Il en est de méme
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pour I’augmentation de la sous unité gamma 3 du récepteur GABA, qui semble aller dans le
sens d’une activation des voies inhibitrices discutées précedemment, mais la encore des
expérience immunohistochimiques et électrophysiologiques complémentaires sont
nécessaires.

Le fait le plus frappant de nos données transcriptomiques était la diminution
d’expression de génes impliqués dans la synthése protéique a commencer par les facteurs
d’élongation. L’implication de cette voie était aussi fortement confortée par I’analyse en
réseau gque nous avons tenté de mener a I’aide du logiciel Pathway assist. L’analyse globale
de nos données reste tres difficile a interpréter du fait de la complexité des réseaux obtenus.
Nous avons donc décidé de filtrer les informations en focalisant sur les items « activité
neuronale, calcium et synthese protéique ». Un réseau évident lie ces différents éléments a
travers I’association de nos données d’expression et des données afférentes de la littérature. Il
était d’abord trés important de controler la réalité a I’échelon protéomique des données

transcriptomique orientant vers un effet complexe d’inhibition de la synthése protéique.

IV — 3 -2 Inhibition globale de la synthese protéique des cellules stimulées
Dans notre étude, nous nous sommes focalisés sur I’analyse des protéines, constituants
majoritaires des tissus, dont la synthése est capitale pour le développement de la cellule et qui

président a I’essentiel des régulations cellulaires.

Dans les premieres expériences, nous avons étudié la sécrétion dans les milieux
extracellulaires, de Prolactine des cellules endocrine GH3 et de Catécholamines des cellules
neuronales PC12. L’inhibition de la sécrétion des cellules par la stimulation électrique a haute
fréquence est un effet que nous avons observé dans notre modele. Apres cela, par les
techniques de transcriptome et de protéome, nous avons réalisé des expériences afin de

documenter plus largement les changements intervenant dans la cellule sous I’effet de la
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stimulation electrique, particulierement a haute fréquence. Il était important de confirmer les
données transcriptomique suggérant une neutralisation des voies de synthése protéique par

une étude a ce niveau.

Nous avons utilise deux techniques: [I’incorporation de méthionine et la
SELDI-TOF-MS. Le SELDI est basé sur des techniques de séparation de chromatographie et
de spectrométrie de masse. Cette technique a des avantages tels que le besoin de peu de
matériel la rapidité, une bonne sensibilité et reproductibilité. Elle permet de plus I’étude des

protéines de faibles poids moléculaires qui ne sont pas détectées en gel d’électrophorese.

Nous avons travaillé dans 4 conditions différentes, du niveau cellulaire vers le niveau
moléculaire.

1) Comparaison des effets de la SHF sur les cellules endocrines GH3 et les cellules
neuronales PC12. Les expériences SELDI comme d’incorporation de méthionine montrent un
effet significatif d’inhibition de la synthése protéique, avec comme pour les dosages de
prolactine ou de catécholamines un effet plus net a 24 heures qu’a 3 heures. Les résultats
indiquent aussi que la lignée PC12 est plus sensible électriquement que la lignée GH3. Il est
possible que la cellule neuronale soit plus active que la cellule endocrine, ou qu’elle soit plus
excitable.

2) Comparaison de la SHF avec les médicaments qui bloquent les canaux ioniques dans
les cellules PC12. Nous avons utilisé le TMA qui blogue le canal potassium, le LiCl; qui
bloque le canal calcium, et la Nifedipine qui bloque le canal calcium de type L. lls ont les
mémes effets d’inhibition sur les syntheses des protéines pendant la SHF, mais ils ne
présentent pas le méme niveau d’inhibition. D’apres nos expériences, ces niveaux d’inhibition
sont dans I’ordre décroissant TMA > LiCl; > Nifedipine, avec des différences qualitatives qui
montrent que I’on ne peut résumer I’effet de la SHF a ce niveau a une simple inhibition de

certains canaux ioniques, et qu’il existe probablement des effets plus complexes.
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3) Comparaison de la SHF avec les effets de H7 (un inhibiteur de protéine kinases C)
sur les cellules PC12. La PKC est activee les ions Ca2+. H7 est un inhibiteur de PKC, donc il
inhibe le cAMP, et seconds messagers intracellulaires activés en cascade. Les résultats
montrent que H7 a un effet d’inhibition de synthése des peptides chez PC12, mais il est moins

fort que celui observé avec les inhibiteurs de canaux ioniques.

Au total, les expériences d’inhibition de la voie PKC, comme des canaux ioniques,
montrent que ces différents acteurs peuvent participer a réguler la synthése protéique dans le
sens observé dans nos expériences. Cependant avec des différences qui montrent que la SHF
est probablement plus complexe et multi-impacts. Dans nos expérimentations SELDI, nous
avons ainsi trouvé certains pics protéiques minoritaires qui sont augmentés, et qu’il serait

intéressant d’identifier.

Au total, I’étude conjointe du transcriptome et du protéome oriente vers un nouveau
mécanisme initié par la stimulation a haute fréquence impliquant une régulation négative de
la synthése protéique, en particulier au niveau de I’élongation des protéines. Ce niveau de la
synthése protéique est crucial ; il est le point de régulation de la synthése protéique en
réponse aux stimuli externes. L’adjonction d’un facteur de croissance par exemple va
augmenter tres vite ce niveau de régulation, et la méme chose a été décrite en réponse au
facteur neurotrophique ou au glutamate. Ce niveau est étroitement réglé par la signalisation
calcique, permettant de comprendre son implication en réponse a la SHF. Cette voie a aussi
été impliquée dans le systéme nerveux. Le groupe de Glowinski (Marin and Glowinski 1997)
a ainsi montré que la stimulation par le glutamate entrainait une augmentation de I’élongation

dont I’inhibition avait un effet neuroprotecteur. Ce mécanisme a été proposé pour expliquer
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I’absence de lésion cérebrale chez I’ours en hibernation, rendant compte d’une hibernation
protectrice des structures cerébrales, qui est une bonne image au plan physiologique de ce
que I’on sait des effets de la SHF. Ce mécanisme de modulation négative de I’élongation
serait peut-étre un mécanisme protecteur face a I’effet excitateur du glutamate par exemple.

Enfin, nos derniéres expériences ont pu confirmer ce mécanisme in vivo en montrant
I’inhibition de la synthese des petites protéines en périphérie de la zone de stimulation
corticale chez la souris.

Il est intéressant de noter que au travers de I’analyse bio-informatique en réseau, on
peut commencer a ébaucher une théorie explicative reliant la neurostimulation a haute
fréquence et la neutralisation de la synthese protéique: un lien direct existe entre les
modifications de flux calcique et le niveau de facteur d’élongation comme EEF1, lui-méme
régulé par les calmodulines et les kinases dépendantes du calcium et la PKC, avec un impact
transcriptionnel a plus long terme via la modulation de facteurs comme ATF4. On relie ainsi
les éléments de dépolarisation membranaires, les seconds messagers, un effet direct sur la
synthese protéique et une reprogrammation & long terme via la modulation de I’activité

transcriptionnelle.

IV -4 LES MECANISMES POSSIBLE EN SYNTHESE

D’apres les observations cliniques et les expérimentations animales in vivo et in vitro,
plusieurs mécanismes possibles peuvent étre proposés en synthese.

Premiérement, la SHF inhibe les cellules neuronales afférentes dans les noyaux proches
du site de la stimulation (VIM du noyau thalamique, globes pales externes (GPe) et internes
(GPi), le putamen ou le STN) chez les patients ou chez les animaux in vivo. (Boraud et al

1996, Beurrier et al 2001, Wu et al 2001). La SHF régule les neurones efférents via
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I’activation de terminaux axonaux afférents provenant de neurones d’amont et qui font
synapse avec les neurones de la structure stimulée. (Dostrovsky et al 2000).

Deuxiémement, la SHF induit des activités de courant qui bloguent des canaux ioniques
voltages dépendants des neurones proches de I’électrode stimulée pendant la période de
dépolarisation de la membrane. Certaines expérimentations rapportent des observations
similaires sur des tranches d’hippocampe de rat (Bikson et al 2001).

Troisiemement, chez I’homme dans le Gpi et chez le rat dans le NST, les recherches
montrent que la SHF produit un changement dans I’efficacité de la transmission synaptique.
Elle provoque soit une inhibition synaptique au niveau de la région stimulée en connexion
avec les neurones proches de I’électrode de stimulation (Dostrovsky et al 2000, Shen et al
2003), soit elle provoque la dépression synaptique par déficience du transport de
neurotransmetteurs déplétés au niveau de la prochaine synapse (Urbano et al 2002), ce qui est
proche de I’hypothése qui sous tend le présent travail.

Quatriemement, la SHF opérerait une modulation d’activité de réseau pathologique
(Montgomery et al 2000). L’ensemble de ces données décrites dans la littérature sur les effets
de la SHF permettent de conforter cette hypothése générale de la modulation du réseau
pathologique et laissent présumer que I’action de la SHF pourrait résulter de la combinaison

de plusieurs mécanismes (Benabid et al 2002, Vitek 2002).

La SHF mime les effets de la destruction dans des situations thérapeutiques sur des
systemes nerveux malades, comme sur le cerveau fonctionnant normalement d’animaux de
laboratoire sains.

La maniere la plus simple de résoudre ce paradoxe est de faire I’hypothese que la SHF
induit un brouillage (jamming) de la transmission du message neuronal, qui empécherait le

systeme de transmettre des signaux Ou messages neuronaux anormaux, responsables des
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manifestations pathologiques. Cependant, en situation physiologique, le message n’est pas
anormal. Le brouillage empécherait donc la transmission-traitement de tout type de message
traversant la structure stimulée, créant ainsi une situation équivalente a I’ablation de cette
structure. Cette explication est facile a proposer, elle s’applique a toutes les situations, mais
est difficile a démontrer. De surcroit, I’inhibition n’est observée que quand la stimulation
porte sur des structures nucléaires ou des ensembles de corps cellulaires et non pas dans des
faisceaux de fibres (comme le faisceau pyramidal, le lemniscus médian, le nerf moteur
oculaire commun, etc.) ou la stimulation, a basse comme a haute fréquence, induit les mémes
effets (contractions musculaires, paresthésies, déviations oculaires), en accord avec ce que
I’on peut attendre de I’excitation de ces fibres.

Comment cela peut-il étre ?

Ce ne peut pas étre di a une excitation, sur le mode habituel, qui induirait une cascade
d’événements se terminant par une inhibition finale au niveau du site, Ou survient
normalement I’évenement supprimé par la stimulation. Parce qu’une lésion ne saurait pas
induire cette cascade et il est peu probable qu’une telle cascade providentielle puisse survenir
dans chaque situation ou cet effet de la SHF est observe.

Ce phénomeéne doit donc trouver son origine a proximité immédiate de I’électrode de
stimulation.

Que se passe-t-il a ce niveau ?

Actuellement, nous avons des données montrant :

- L’évidence d’une inhibition fonctionnelle, dans des situations pathologiques
(Parkinson, épilepsie, dystonie, TOC, cluster headache, ..) (Benabid et al 2002) ou
expérimentale (modification du régime alimentaire chez le rat par stimulation du noyau
Ventro-Médian Hypothalamique, réduction des symptdmes parkinsoniens chez le singe ayant

regu une injection intracarotidienne de MPTP (Benazzouz et al, 1992).
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L’existence d’une inhibition de I’activit¢ neuronale est observée a I’arrét de la
stimulation, dans le noyau stimulé comme dans ses structures cibles, en accord avec la
structure du réseau neuronal concerné. Cette inhibition est observée chez I’animal normal
(Benazzouz et al 1993 ; Braud et al 1996 ; Beurrier et al, 1997 ; 1999 ; Benabid et al 2001)
comme sur des tranches de cerveau en perfusion (Beurrier et al 2001, Maganinos-Ascone et al
2002). Bien que ces données soient compatibles, ou en faveur, de I’hypothése inhibitrice, elles
ne peuvent en étre la démonstration car observées aprés la stimulation durant laquelle
I’artefact occulte ce qui se passe.

- La suppression de I’activité neuronale membranaire :

L’enregistrement per-opératoire des activités neuronales dans le noyau stimulé montre
qu’entre les artefacts, il existe un silence neuronal, dépendant de la fréquence, dans le
Pallidum (Dostrovsky et al 1993, Penna et al 1998), et dans le STN. (Pahapill et al 1999 ;
Welter et al 2004). La SHF inhibe la majorité des cellules du NST, mais aussi excite certaines
cellules ou leurs prolongements. Ces données sont comparables a celles obtenues dans des
circonstances similaires avec des microinjections de lidocaine ou de I’agoniste GABA

muscimol.

L’extinction de I’activité neuronale membranaire sur des tranches de cerveau
La SHF du NST sur des tranches de cerveau perfusées montre la suppression de I’activité
neuronale spontanée et I’apparition de longs silences entrecoupés de « burst » a la fréquence
de la stimulation (Garcia et al, 2003). Ce travail a I’intérét de montrer que I’effet n’est pas une
inhibition synaptique par le CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxealine-2,3-dione, qui blocage
sélectivement les récepteur AMPA) mais est d’origine membranaire au niveau des canaux
sodiques voltage-dépendants (inhibition de I’effet de la SHF par la TTX). Ce travail est

compatible avec I’hypothese de I’inhibition de la genése de potentiel d’action sur la
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membrane du corps cellulaire mais suggére que des potentiels d’action sont initiés au niveau
de I’axone efférent. Il pose le probléeme de I’effet de ces potentiels d’action au niveau de la

jonction STN-GPI.

L’induction d’activités neuronales de type excitateur dans le noyau cible du noyau
stimulé chez le singe traité par MPTP, la SHF de NST améliore les symptémes parkinsoniens
et induit des activités neuronales extracellulaires des neurones pallidaux (GPe et Gpi) en
méme temps (Hashimoto et al, 2003). Cette activité est différente de I’activité neuronale
spontanée et présente une combinaison de périodes inhibitrices entrecoupées aussi de
« burst », I’ensemble du pattern étant dépendant de la fréquence. Ce travail est compatible
avec I’hypothése que la SHF inhibe les activités neuronales du STN et qu’elle induit
néanmoins un effet excitateur au niveau de la structure suivante. Le fait que ce travail a été
fait avec une électrode DBS identique a celle utilisée chez le malade ne permet pas d’éliminer
que ces activités excitatrices soient initiées au voisinage méme de NST par une diffusion du

courant de stimulation a la structure suivante.

Il existe une évidence expérimentale indirecte par le fait que les effets prédictibles dans
le cadre de I’hypothése inhibitrice sont effectivement obtenus :

Ainsi, dans I’hypothése ou la production de Glutamate par le NST participe au
processus neurodégénératif de la MP, nous avons montré (Wallace et al, 2004) que la SHF
continue du NST chez le singe MPTP, protege les cellules dopaminergiques dans un rapport
1,2/1 par rapport au coté non traité, ce qui est identique a la protection obtenue par la
subthalamotomie et confirme les résultats obtenus chez le rat 6-OHDA avec une lésion du

NST (Piallat et al, 1996) (Shi et al 2004). Similitude ne signifie pas preuve, néanmoins ces
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résultats constituent une circonstance supplémentaire ou I’hypothese concorde avec les

résultats et consolident de ce fait le faisceau d’arguments en sa faveur.

Observation par microdialyse que la SHF de NST augmente les taux de Glutamate dans
la SNr chez le rat normal et le rat 6-OHDA. (Bruet et al 2001; Windels et al 2000, 2003).

Le dosage par microdialyse du Glutamate et du GABA lors de la SHF du SNr montre
une élévation de ces deux neurotransmetteurs qui serait plutét en faveur de I’hypothése d’un
effet excitateur de cette SHF. La faible résolution spatiale, due a la taille de la sonde par
rapport & celle de la SNr ne permet pas de retenir une valeur localisatrice certaine de ces
données. De surcroit, la cinétique des effets observés (élévation de la production de ces
neurotransmetteurs bien au-dela de la durée de la stimulation) ne correspond pas du tout a
celle des effets cliniques de la SHF chez I’homme. Du fait des limites intrinséques de la
microdialyse, les résultats de cette méthode ne pourront étre pris en considération que quand
des contrdles de qualité suffisants auront été exécutés.

L’expérimentation qui fait I’objet de cette thése a donc été congue en vue d’apporter des
éléments qui permettent de comprendre ce qui Se passe au niveau synaptique et
post-synaptique, en aval des fibres stimulées dans I’environnement de NST autour du site de

stimulation (voir figure 1V-6).
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Figure IV - 6 : Intégration des différents mécanismes de la SHF

Les données moléculaires rapportées ici, comme les effets observés a long terme par le

groupe de Kerkerian-Le Goff montrent que I’'impact de la SHF dépasse largement ce débat

inhibition/activation pour renvoyer a une véritable reprogrammation de I’expression génique

et protéique. Des mécanismes nouveaux ont pu étre mis en évidence comme celui de

I’inhibition de la synthése protéique dont nous avons pu montrer la relevance par des

expériences réalisées aussi in vivo. L’analyse transcriptomique ouvre cependant aussi a

d’autres mécanismes tout aussi intéressants, qu’il faudra confirmer a la fois aux niveaux

protéomique, fonctionnels in vitro comme in vivo.
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ABSTRACT
This study investigated the cellular effects of high- and low-frequency electrical
stimulation on prolactin secretion in the GH3 cell line (prolactinoma) and on
catecholaminergic secretion by PC12 cells (pheochromocytoma). The aim was to
elucidate events, unrelated to the network organization of cells or neurons, that contribute
to the mechanisms of action of high-frequency electrical stimulation (HFS).

Cells were cultured in dishes with integrated electrodes that delivered stimulation at
the same parameters used in the treatment of Parkinson’s disease. After 3 and 24 hours of
stimulation, prolactin production by GH3 cells was measured by radioimmunoassay;
dopamine, norepinephrine and epinephrine production by PC12 cells was measured by
enzyme immunoassays.

After 3 and 24 hours, HFS inhibited prolactin secretion by 14% and 40%,
respectively. Similarly, dopamine production was reduced by 33%, norepinephrine by
27%, and epinephrine by 18% (not significant) after 24 hours of HFS. Low-frequency
stimulation (LFS) did not induce any significant changes.

In this model, which is not complicated by network interactions or presynaptic
actions, HFS inhibits cellular mechanisms responsible for the production and release of
molecules participating in intercellular communication. Such inhibition could contribute
to the lesion-like effect of therapeutic HFS in the basal ganglia in various movement

disorders.

Key words: Parkinson’s disease; high-frequency electrical stimulation; cell culture;

prolactin; catecholamine; inhibition
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INTRODUCTION

Electrical stimulation has been used for decades in neurosurgery to treat functional
disorders, using electrodes placed on the skin (TENS [transcutaneous electrical nerve
stimulation]), nerves, spinal cord, or even within the deep brain structures, for which the
term deep brain stimulation (DBS) was first coined. The main indication for such therapy
has been pain, and the rationale for this approach was based upon the Gate Control
Theory." This theory claimed that chronic pain secondary to limb amputations, nerve
injuries, or spinal cord lesions was due to an imbalance between the nociceptive
high-threshold inputs (carried by nonmyelinated small nerve C fibers) and the
low-threshold touch and proprioceptive inputs (carried by myelinated larger diameter Ao
and AP fibers). This imbalance was responsible for a dysfunction in a control system
supported by metenkephalinergic interneurons at the level of the layer V in the dorsal
horn of the spinal cord. The imbalance, as well as the resulting dysfunction, could be
compensated for by electrical stimulation at low frequency, which would preferentially
excite large myelinated fibers (which have a lower threshold than the small C fibers). The
resulting beneficial therapeutic effect was considered to result from the excitatory effects
of low-frequency electrical stimulation (LFS).

During the past two decades, another application for electrical stimulation has been
developed and validated. Chronic DBS at high frequency (> 100 Hz), but not at low
frequency, of the basal ganglia (including the ventrointermedial thalamic nucleus [Vim],
the internal pallidum [GP1], and the subthalamic nucleus [STN]), has been shown to be an
effective therapeutic option for advanced Parkinson’s disease (PD).>* High-frequency
stimulation (HFS) (usually around 130 Hz) of these three targets (Vim, GPi, and STN

[which are hyperactive and have an irregular and bursting temporal pattern of firing])

John Wiley & Sons
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consistently produces effects that are similar to those induced by electrolytic lesion
(electrocoagulation) or by chemical destruction in laboratory animals. Indeed,
electrocoagulation was the surgical tool used in stereotactic surgery for movement
disorders in the pre-levodopa era. This paradoxical lesion-like effect of electrical
stimulation, otherwise considered as excitatory for neural elements, led to the hypothesis
that HFS could be inhibitory. This is in contrast to LFS, which is commonly regarded as
excitatory. We have assumed that HFS results in a functional inhibition of stimulated
neuronal structures.

Although a large number of studies have been performed, and many are ongoing,
since the introduction of HFS,’ the mechanism of action of HFS remains obscure. Several
hypotheses have been proposed, which may be covalid. The hypothesis that HFS may
inhibit neuronal firing was derived from clinical observations and electrophysiological
studies describing decreased neuronal activity in the substantia nigra pars reticulata (SNr)
and entopeduncular nucleus (equivalent to the GP1i in primates) following STN
stimulation in rats.*’ From the beginning of the use of HFS of Vim for the treatment of
PD tremor in humans, we have proposed that HFS induces neuronal or network jamming,
suppressing thalamo-cortical oscillations.® This jamming could lead to a zero variance of
the neuronal message.” Other mechanisms may involve presynaptic excitation of
inhibitory gamma-aminobutyric acid (GABA )ergic terminals, exhaustion of synaptic
transmission, or a multiple-step cascade of excitations leading ultimately to a result
equivalent to that which could be produced by lesion of the system.

Most experimental data have been gathered from neuronal recordings from both
living animals (in vivo) and brain slices (in vitro). However, these experiments are

difficult to interpret, due to electrical artifacts. Although this difficulty is now being
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circumvented by increasingly efficient artifact suppression methods, it continues to be a
significant obstacle.'® "2

There appears to be, at least, a consensus that fibers, including axons, are excited at
LFS as well as HFS. Therefore, even if it is accepted that HFS inhibits somata and the
generation of action potentials during stimulation, the possibility that axons exiting from
these cell bodies could be excited during their course within the stimulated area has to be
considered. Spikes thereby elicited would transmit their message (namely excitation in
the case of excitatory synapses such as the glutamatergic subthalamo-pallidal synapses
within the GP1) when they reach the next synapse, during STN stimulation.

To investigate this hypothesis, we have designed experiments using the electrical

stimulation of cells in culture, in which the final functional activity of cells can be
monitored through their chemical output (hormones if the cells are glandular,

neurotransmitters if the cells are neuron-like). The reductionist aspect of this approach

was aimed at overcoming the electrical artifacts and the lack of spatial resolution that

10-12 13,14

complicate electrophysiological methods and the use of microdialysis in vivo,
respectively.

We first investigated prolactin secretion in GH3, a prolactinoma cell line, and
compared the effects of HFS to those of chemical stimulation by the prolactin inhibitory
factor dopamine. Second, we investigated the effect of HFS on catecholaminergic
secretion in PC12, a neuron-like pheochromocytoma cell line.

The present study was part of a larger research program designed to understand the

events taking place during HFS at the cellular level, and to provide a way in which the

global and probably multiple mechanisms reported in vivo can be understood.

John Wiley & Sons
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METHODS

Cells
The two types of cells used in this experiment were purchased from ATCC
(American Type Culture Collection, VA, USA). The GH3 cell clone (passage number
7-20) was derived from a rat pituitary tumor (prolactinoma). The PC12 cell line was

1516 Both cell lines were maintained, for culture

derived from a rat pheochromocytoma.
and stimulation, in a humidified atmosphere of 5% CO, and 95% O, in an incubator at

37°C. Culture media were Ham’s F10 medium (Cambrex Bio Science, NJ, USA) for GH3
cells, and Rosewell Memorial Park Institute (RPMI) 1640 84% (BioWhittaker, NJ, USA)
for PC12 cells. Both were supplemented with 15% horse serum (Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA), 2.5% fetal bovine serum (Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml

streptomycin (BioWhittaker).

Electrical Stimulation of Cells in Culture
The experimental set-up was modified from systems already used and reported in

1719 Briefly, for all experiments (control, dopamine stimulation, electrical

the literature.
stimulation), cells were plated in wells (16-mm diameter, 24-well plastic culture trays;
NUNC PolyLab, France) at a density of 5.0 x 10° cells per well. Two adjacent culture
wells were connected to each other through a titanium wire (World Precision Instruments
[WPI], Sarasota, FL, USA) that conducted an electrical current (titanium bridge). A series
of 12 contiguous wells was connected to a stimulator (A310 Accupulser and A360

Stimulus Isolator; WPI) through titanium electrodes. The electrical stimulation

parameters were controlled using an oscilloscope (Tektronix, Inc., Beaverton, OR, USA).
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The electrical stimulation replicated the protocol used in human clinical situations:
continuous monophasic stimulation at 130 Hz (HFS) and 10 Hz (LFS), 60 usec pulse
width, and a current intensity of 500 pA. Pilot experiments showed that electrical
stimulation of GH3 endocrine cells could be performed within the 0.1-1 mA range
without damage to the cells. To study the effect of frequency, experiments were
performed at 0 Hz (control), 10 Hz (LFS), and 130 Hz (HFS). Cells were stimulated for 3
and 24 hours under each of the three experimental conditions.

Before each experiment, cells were harvested from the source culture vial using
trypsin-EDTA (GIBCO, Cergy Pontoise, France), resuspended in fresh culture medium,
and plated in 24-well trays equipped with titanium wires. Chemical stimulation of GH3
cells with the prolactin inhibitory factor dopamine (3-hydroxytyramine hydrochloride;
Sigma-Aldrich) was used as an internal control for prolactin inhibition. Prior to the
dopamine stimulation experiments, dopamine 0.1 mM or 0.01 mM was added to the
medium. Control cells received neither electrical nor dopamine stimulation but were
plated at the same density in 24-well trays.

Cell viability was determined by the dye-exclusion method using 0.4% trypan blue,
and was also confirmed after 3 and 24 hours using 2 mM WST-1
[2-(4-10dophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium,
monosodium salt] (Sigma-Aldrich) for GH3 cells, and 0.5 mg/ml MTT
(methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide, thiazolyl blue) (Sigma-Aldrich), for

PC12 cells.

Biochemical Assays for Prolactin, Dopamine, Epinephrine, and Norepinephrine

John Wiley & Sons
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At the end of each experiment, the supernatants of the incubation media were
collected and immediately frozen at —80°C until assayed. Prolactin production by GH3
cells was assessed using a double antibody radioimmunoassay (Beckman Coulter,
Belgium), using rat antibody to prolactin (Beckman Coulter). Materials were kindly
supplied by the Department of Nuclear Medicine of the Grenoble University Hospital
(Grenoble, France).

Catecholamine (dopamine, epinephrine, norepinephrine) production by PC12 cells
was measured using a double antibody enzyme immunoassay (Amersham Pharmacia
Biotech, UK). Materials were kindly supplied by the Neurophysiology Laboratory of
Grenoble University Hospital.

Data Analysis
Statistical analysis of the data from the various experiments was performed using

ANOVA and Student’s ¢ test (comparison of the means).

RESULTS
Cell Viability
Cell viability, as determined by the dye-exclusion method, was greater than 95% at
the beginning and end of each assay. No significant differences were observed between
the controls and treated groups using either WST-1 or MTT (P > 0.05, Student’s ¢ test).
The only exception was when GH3 cells were exposed to 0.1 mM dopamine for 24 hours,

which resulted in the death of 57% of cells (results not reported).

Effects of Chemical Stimulation on Prolactin Production by GH3 Cells

John Wiley & Sons
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Incubation of GH3 cells with dopamine 0.01 mM or 0.1 mM for 3 hours reduced
prolactin secretion by 9% (P =0.033) and 13% (P < 0.01), respectively, compared with
controls (Table 1). Incubation of cells with dopamine 0.01 mM for 24 hours reduced

prolactin secretion by 38% (P < 0.001) compared with controls (Table 2; Fig. 1).

Effects of Electrical Stimulation on Prolactin Secretion by GH3 Cells
HFS of GH3 cells for 3 hours (Table 1) or 24 hours (Table 2; Figure 1) reduced
prolactin secretion by 14% (P < 0.01) and 40% (P < 0.001), respectively.
Prolactin secretion by GH3 cells following LFS for 3 or 24 hours did not differ
significantly from that in control cells (Tables 1 and 2).
When the electrical (HFS) and chemical (dopamine) experiments were repeated
under identical conditions (i.e. at the same time in the same incubator), similar results

were obtained.

Effects of Electrical Stimulation on Catecholamine Secretion by PC12 Cells

HFS of PC12 cells for 24 hours reduced the secretion of dopamine (Table 3) and
norepinephrine (Table 4) by 33% (P =0.035) and 27% (P = 0.039), respectively.
Epinephrine production was also decreased (by 18%), but this did not reach statistical
significance (Table 5; Fig. 2). HFS of PC12 cells for 3 hours (5 repeated experiments;
data not shown) did not reduce catecholamine (dopamine, norepinephrine or epinephrine)
secretion significantly compared with controls.

LFS of PC12 cells for 3 or 24 hours had no significant effect on catecholamine

secretion (Tables 3—5). However, the effects of HFS and LFS for 24 hours on the

John Wiley & Sons
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production of norepinephrine and epinephrine differed significantly (P = 0.0025 and P =

0.017, respectively).

DISCUSSION
Effects of LFS and HFS on Cell Cultures

The results of this study show that HFS consistently downregulated the
production of chemical compounds in two cell lines. The inhibition of prolactin by GH3
cells, and that of dopamine and norepinephrine by PC12 cells was statistically significant
compared with control cells. Although HFS also inhibited epinephrine production by
PC12 cells, this did not reach statistical significance. By contrast, there was a
non-significant trend for LFS to increase the production of chemical compounds in the
two cell lines included in this study (prolactin in GH3 cells; norepinephrine and
epinephrine in PC12 cells).

GH3 cells synthesize and secrete prolactin into a chemically defined culture
medium.”® As prolactin is not degraded intracellularly or in the medium, and as prolactin

is not stored in large amounts intracellularly,*'**

extracellular production of prolactin
reflects the synthesis and secretion of the hormone in GH3 cells. Inhibition of prolactin
secretion by HFS was found to be of the same order of magnitude as the inhibitory effect
induced by dopamine, a well known prolactin inhibitory factor. (Dopaminergic agonists
such as bromocriptine are used medically to reduce the volume and secretion of pituitary
prolactinomas.)

Interestingly, in our study, a significant production of epinephrine was observed

in control PC12 cultures. This differs from what has been reported for the original clone

from which these cells were derived.'” Whereas the original PC12 clone contained
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considerable amounts of norepinephrine and dopamine, epinephrine and the enzyme
phenylethanolamine-N-methyltransferase (PNMT), which catalyzes the conversion of
norepinephrine to epinephrine, were not detectable. Neither could they be induced by
exposure of the cells (either treated or untreated with nerve growth factor (NGF) to 10™ to
10° M dexamethasone for 2 weeks, which normally regulates the levels of PNMT in the
adrenal gland.”® Although the PC12 cell line used in our study derives from PC12 clones
(clone 2), it has been reported to synthesize small amounts of epinephrine.'® In addition,
dexamethasone was found to increase both the epinephrine content and the activity of
PNMT.'® These differences could be due to mutations in the cell line with increasing
passage number. For example, a de-repression of the PNMT gene might have occurred
between the 70th passage in 1976 (when the original clone was reported) and the passage
numbers reached by the line used in this study. The coexistence of adrenergic and
noradrenergic morphotypes in this cell line could be due to a rate-limiting factor that
prevents PNMT from totally converting norepinephrine to epinephrine.

However, we consider this discrepancy with regard to epinephrine secretion to
have no influence on the nature or meaning of our results, although it is interesting to note
that epinephrine produced by our PC12 cells was neither downregulated significantly by

HFS nor upregulated significantly by LFS.

Mechanism of Action of LFS and HFS on Cell Cultures
LFS is usually considered excitatory for neural elements. LFS-induced increases
in the release of chemical products by cell lines is, therefore, a logical expectation, and is
supported by trends observed in some of our experiments (although these increases never

reached statistical significance). This lack of statistical significance in the increase in

John Wiley & Sons
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neurotransmitter and hormone production observed in our study could be due to the fact
that the same current intensity was used at both LFS and HFS, possibly accounting,
therefore, for a temporal summation effect (the total amount of electrical charge per unit
of time being 130/10 times lower during LFS than during HFS). Higher current intensities
of LFS might have produced more statistically significant results, but could also have
been deleterious to the cells. These complementary experiments could not be performed,
due to the fact that rat prolactin antibodies used in this study are no longer commercially
available.

The decrease in the production of neurotransmitters and hormones induced by
HFS, the main finding of this current study, is more difficult to explain. The mechanisms
of action of HFS are currently poorly understood and are the matter of considerable
debate, which involves theories based on the excitation of cell bodies, excitation of axons,
jamming of neural messages in neurons and neural networks, excitation of inhibitory
GABAergic terminals, etc. Such theories must take into account and be compatible with
the unchallengeable fact that HFS and ablative lesions of various nuclei of the brain (STN,
GPi, Vim, centrum medianum-parafascicularis nucleus, radiatio prelemniscalis, SNr,
etc.), which are considered to be “targets” for functional neurosurgery, have similar and
comparable effects on clinical symptoms in several diseases, particularly in movement
disorders (e.g. PD, essential tremor, multiple sclerosis tremor, dystonia, tardive dystonias)
and other disorders (e.g. epilepsy, obsessive compulsive disorders, cluster headache,
Gilles de la Tourette syndrome, depression). This pragmatic, phenomenological analogy
suggests that HFS induces a “functional inhibition”, which is probably more than a

simple neuronal silencing, and might involve other phenomena, both acute and long term.
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Cellular and Molecular Effects of HFS in Cells in Culture
In this study, HFS, but not LFS, decreased in vitro prolactin release from GH3 cells
to a degree comparable to that of the prolactin inhibitory factor dopamine at
non-cytotoxic concentrations. The effect of dopamine on GH3 cells involves at least two

24,25

different transduction mechanisms: inhibition of cAMP formation, and modulation of

- - 26,27
potassium and calcium fluxes.”

cAMP and dopamine produce opposite effects, the

former stimulating and the latter inhibiting the synthesis of prolactin.** Furthermore, the
majority of dopaminergic antagonists block the inhibition of pituitary adenylate cyclase
by dopamine.*** Finally, dopamine is known to inhibit prolactin release by modulating

. .., 262
ion channel activity,*®>*

and HFS could also inhibit the synthesis and secretion of
prolactin in GH3 cells via a similar mechanism: recent data' from rat brain slices have
suggested the involvement of voltage-dependent ion channels in HFS.

Catecholamine production by PC12 cells has been extensively documented.'® In the
present study, a statistically significant inhibitory effect on the production of dopamine
and norepinephrine, but not epinephrine, was observed with HFS after 24 but not 3 hours.
By contrast, HFS was found to inhibit prolactin secretion in GH3 cells after only 3 hours.
This finding of a faster inhibitory effect of HFS in GH3 than in PC12 cells could possibly
be explained by the existence of a storage compartment in PC12 cells for catecholamines.
Such a compartment would induce a delay in catecholamine release into the culture
medium.

Membrane depolarization plays a role during electrical stimulation of neuronal
cells. Tyrosine hydroxylase is one limiting enzyme of catecholamine synthesis.”

Tyrosine hydroxylase mRNA translation is possibly inhibited by HFS during

catecholamine synthesis.>’ Protein kinase C and Ca**/calmodulin kinase regulate protein
y g p
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31,32

synthesis and catecholamine secretion by PC12 cells. Their role might be also altered

by HFS.

Relevance of these Data to the Effects of HFS in Human Neural Networks

The current study provides additional data to help elucidate how HFS
paradoxically mimics the effect of ablative lesions in several basal ganglia and related
neuronal structures. Further work in this field needs to be performed to better understand
the effects of HFS on the various steps of protein synthesis and release. Not only might
this help elucidate the mechanisms of HFS, but it might also lead to new therapeutic
applications for HFS.

Several teams are close to reaching an agreement about the opposite effects of
excitation of cell bodies and excitation of the axons. Therefore, if it is the case that the
somata of the glutamatergic neurons of STN are silenced by HFS, then it must also be the
case that the axons originating from these somata and exiting the stimulated area in the
vicinity of the electrode are excited. In these circumstances, spikes would be initiated and
would travel the axons orthodromically as well as antidromically. The antidromic spikes
would backfire on the soma and could account for the high frequency bursts observed
during single neuron intracellular recordings in rat superfused brain slices.'’ The
orthodromic spikes would travel the axons down to the synapses (in this case, the
subthalamo-pallidal glutamatergic synapses); logically, this would excite the pallidal
neurons, and this would be compatible with reports of increased activity in pallidal
neurons in MPTP monkeys™ exposed to STN stimulation, and with reports of increased
delivery of glutamate in the entopeduncular nucleus and the SNr in normal anesthetized

13,14

rats. What happens at the level of the synapses, particularly the subthalamo-pallidal
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synapses, is difficult to investigate, either using electrophysiological methods, because of

10-12,34

electrical artifacts that are difficult to suppress, or microdialysis, because of the

1314 Which make these data

poor temporal and spatial resolution of the dialysis probes,
unreliable.

The aim of this study was to observe what happens at the level of the release of
hormones or transmitters by excitable cells, assuming that phenomena similar to those
observed in this situation would happen at the level of axono-neural synapses, such as
those between STN to GPi and SNr. The results of the present study show that HFS may
downregulate the production of some chemical products of stimulated cells. Our
hypothesis is that action potentials initiated at the level of the axons originating from the
neurons situated within the stimulated area travel the axon down to the synapse, but do
not release neurotransmitter into the synaptic cleft. Neurotransmitter-containing vesicles
are not able to release their chemical load because of downregulation of production at the
level of the cell body situated in the stimulated area. The neurons therefore “fire blanks”,
according to the expression coined by Schuske and Jorgensen,” who found that
glutamatergic vesicles could not be refilled by a deficient glutamate transporter. Thus, the
global result of HFS within a nucleus corresponds to its functional inhibition, producing
an effect equivalent to that of ablative lesion. At the same time, however, axons “de
passage”, which are crossing the stimulated area but originate from cell bodies situated
far away from the stimulation site, are excited and deliver their normal neurotransmitter
product at the level of the synapse, producing the corresponding artifacts. The synapses
here are still functional and do not “fire blanks”, as the cell bodies they originate from are

outside the stimulated area and therefore are still able to produce the neurotransmitters

required by the synapses.

John Wiley & Sons
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CONCLUSION

The present work provides evidence that HFS may downregulate neurotransmitter and/or
hormone production in stimulated GH3 and PC12 cells. Although this study does not
fully elucidate the mechanism of action of HFS, it demonstrates in two different cellular
models that LFS has a non-significant trend to an excitatory effect, whereas HFS has a
significant inhibitory effect, which is, in the case of the hormonal cell line GH3, of the
same order of magnitude than that obtained with the physiological inhibitor dopamine.
This downregulation may contribute to the complex events induced by HFS and lead to
functional inhibition, which mimics the effects of ablative surgery in the deep brain
structures. It also provides a unifying hypothesis that explains how both inhibition of the
cell bodies of excitable cells and excitation of the efferent axons can still be coherent with
inhibitory effects of HFS. This paper also provides an in vitro model by which to study
the effects of the electrical stimulation of cells as a function of their biological properties,
including their electrical excitability, and of stimulation parameters (frequency, pulse
width, waveform, temporal pattern of the pulses). Further work in this field is needed to

better understand the mechanisms underlying DBS.
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Figure 1

Effects of 24 hours of electrical and dopamine stimulation on prolactin secretion in GH3
cells (ng/ml). High-frequency stimulation (HFS) and dopamine 0.01 mM induced
significant decreases (40% and 38%, respectively; ***P < 0.001) in prolactin secretion.
Low-frequency stimulation (LFS) induced a non-significant increase in prolactin

secretion (4%, P =0.16).

Figure 2

Effects of 24 hours of electrical stimulation on catecholamine secretion in PC12 cells
(ng/ml). High-frequency stimulation (HFS) decreased and low-frequency stimulation
(LFS) increased catecholamine secretion, but this was significant (*P < 0.05) only for
reductions in dopamine and norepinephrine secretion with HFS. However, the effects of
HFS and LFS on epinephrine and norepinephrine secretion differed significantly (P =

0.017 and P = 0.0025, respectively).
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Table 1. Prolactin secretion by GH3 cells following either incubation with dopamine or

exposure to low- or high-frequency electrical stimulation (LFS or HFS, respectively) for

3 hours.

Dopamine
Controls HFS LFS 0.1 mM 0.01 mM
Mean prolactin secretion, ng/ml
283.53 243.10 281.30 245.91 257.94
SD 39.25 17.99 30.20 18.80 23.79
N/n* 11/11 10/11 10/10 11/11 11/11
P (ANOVA) 0.0014 0.8526 0.0022 0.0327
Reduction in prolactin secretion
vs. controls 14% <1% 13% 9%

*N, number of experiment repeats; n, number of wells per experiment.
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Table 2. Prolactin secretion by GH3 cells following either incubation with dopamine or
exposure to low- or high-frequency electrical stimulation (LFS or HFS, respectively) for

24 hours.

Dopamine
Controls HFS LFS 0.01 mM
Mean prolactin secretion,
ng/ml
2615.85 1562.51 2715.22 1633.18
SD 125.88 123.82 259.55 85.91
N/n* 11/11 11/11 11/11 11/11
P (ANOVA) <0.001 0.1596 <0.001
Reduction in prolactin
secretion vs. controls 40% —4% 38%

*N, number of experiment repeats; n, number of wells per experiment.
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Table 3. Dopamine secretion by PC12 cells following exposure to low- or high-

frequency electrical stimulation (LFS or HFS, respectively) for 24 hours.

Dopamine
Control HFS LFS
Mean dopamine
secretion (pg/ml) 776.86 522.80 636.77
SD 94.63 147.80 247.56
N/n* 5/12 5/12 5/12
P (ANOVA) 0.035 0.2373
Reduction in
dopamine secretion 33% 18%

*N, number of experiment repeats; n, number of wells per experiment.
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Table 4. Norepinephrine secretion by PC12 cells following exposure to low- or high-

frequency electrical stimulation (LFS or HFS, respectively) for 24 hours.

Norepinephrine
Control HFS LES
Mean
norepinephrine
secretion (pg/ml) 631.09 460.52 701.09
SD 145.22 72.99 176.66
N/n* 5/5 5/5 5/5
P (ANOVA) 0.039 0.162
Reduction in
norepinephrine
secretion 27% —11%

*N, number of experiment repeats; n, number of wells per experiment.
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Table 5. Epinephrine secretion by PC12 cells following exposure to low- or high-
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frequency electrical stimulation (LFS or HFS, respectively) for 24 hours.

Epinephrine
Control HFS LES
Mean epinephrine
secretion (pg/ml) 459.85 376.77 693.84
SD 128.06 138.82 251.80
N/n* 5/5 5/5 5/5
P (ANOVA) 0.4836 0.0645
Reduction in
epinephrine secretion 18% -51%

*N, number of experiment repeats; n, number of wells per experiment.
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Abstract

The electrical effects on the nervous system have been known for long. The excitatory effect has been used for diagnostic
purposes or even for therapeutic applications, like in pain using low-frequency stimulation of the spinal cord or of the thalamus.
The discovery that High-Frequency Stimulation (HFS) mimics the effect of lesioning has opened a new field of therapeutic
application of electrical stimulation in all places where lesion of neuronal structures, such as nuclei of the basal ganglia, had
proven some therapeutic efficiency. This was first applied to the thalamus to mimic thalamotomy for the treatment of tremor,
then to the subthalamic nucleus and the pallidum to treat some advanced forms of Parkinson’s disease and control not only
the tremor but also akinesia, rigidity and dyskinesias. The field of application is increasingly growing, currently encompass-
ing dystonias, epilepsy, obsessive compulsive disease, cluster headaches, and experimental approaches are being made in
field of obesity and food intake control. Although the effects of stimulation are clear-cut and the therapeutic benefit is clearly
recognized, the mechanism of action of HFS is not yet understood. The similarity between HFS and the effect of lesions in
several places of the brain suggests that this might induce an inhibition-like process, which is difficult to explain with the clas-
sical concept of physiology where electrical stimulation means excitation of neural elements. The current data coming from
either clinical or experimental observations are providing elements to shape a beginning of an understanding. Intra-cerebral
recordings in human patients with artefact suppression tend to show the arrest of electrical firing in the recorded places. Ani-
mal experiments, either in vitro or in vivo, show complex patterns mixing inhibitory effects and frequency stimulation induced
bursting activity, which would suggest that the mechanism is based upon the jamming of the neuronal message, which is by
this way functionally suppressed. More recent data from in vitro biological studies show that HFS profoundly affects the cel-
lular functioning and particularly the protein synthesis, suggesting that it could alter the synaptic transmission by reducing the
production of neurotransmitters. It is now clear that this method has a larger field of application than currently known and that
its therapeutical applications will benefit to several diseases of the nervous system. The understanding of the mechanism ha
opened a new field of research, which will call for reappraisal of the basic effects of electricity on the living flgstigsthis
article: A.-L. Benabid et al., C. R. Biologies 328 (2005).
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Résumé

La stimulation électrique thérapeutique du systéme nerveux central. Les effets de I'électricité sur le systeme nerveux
sont connus depuis longtemps. Les effets excitateurs ont été utilisés dans un but diagnostique et méme pour des applicatior
thérapeutiques, telles que le traitement de la douleur, en utilisant une stimulation a basse fréquence de la moelle épiniere ou d
thalamus. La découverte que la stimulation a haute fréquence (SHF) mime les effets des Iésions a ouvert un nouveau cham
aux applications thérapeutiques de la stimulation électrique dans toutes les zones du cerveau ou la Iésion de structures neur
nales, telles que les noyaux de la base, pouvait avoir une certaine efficacité thérapeutique. Ceci fut appliqué pour la premiér
fois dans le thalamus pour mimer les effets de la thalamotomie dans le traitement du tremblement, puis au niveau du noyat
subthalamique et du pallidum pour traiter certaines formes avancées de la maladie de Parkinson et contrbler non seulemer
le tremblement, mais aussi I'akinésie, la rigidité et les dyskinésies. Le champ d’application de la SHF s’élargit régulierement,
comprenant a ce jour les dystonies, épilepsie, les troubles obsessifs compulsifs, les algies vasculaires de la face, tandis qu
des approches expérimentales sont faites dans le domaine de I'obésité et du contr6le de I'alimentation. Bien que les effets d
la stimulation soient évidents et que le bénéfice thérapeutique soit clairement reconnu, le mécanisme d’action de la SHF rest
actuellement méconnu. La similitude entre la SHF et les effets des Iésions en différents endroits du cerveau suggérent qu’elle
pourrait induire un processus de type inhibition difficile & expliquer dans le cadre du concept classique de la physiologie ou
stimulation électrique est synonyme d’excitation des éléments nerveux. Les données actuelles en provenance, soit des observ
tions cliniques, soit des éléments expérimentaux, fournissent des éléments permettant de faconner le début d’'une explicatior
Les enregistrements intracérébraux chez des patients humains en utilisant des techniques de suppression d'artefacts tender
montrer qu'il existe un arrét de I'électrogenese dans les endroits enregistrés. L'expérimentation animale, que ce soit in vitro in
vivo, montre degpatterns complexes associant des effets inhibiteurs et des activitbsreninduites par la stimulation a haute
fréquence qui suggérerait que le mécanisme est en partie fondé sur le brouillage d’'un message neuronal, qui est de cette fage
fonctionnellement supprimé. Des données plus récentes d'études biologiques in vitro montrent que la stimulation haute fré-
quence affecte profondément le fonctionnement cellulaire, et particulierement la synthése protéique, suggérant qu’elle pourrai
altérer la transmission synaptique en réduisant la production de neurotransmetteurs. Il est maintenant clair que cette méthoc
possede un champ d’application plus large que celui actuellement connu et que les applications thérapeutiques bénéficieront
de multiples maladies du systéeme nerveux. La compréhension des mécanismes a ouvert un nouveau champ de recherche, c
va réévaluer les effets fondamentaux de I'électricité sur les tissus viRmis citer cet article: A.-L. Benabid et al., C. R.
Biologies 328 (2005).
0 2005 Académie des sciences. Published by Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywords: Parkinson’s disease; Basal ganglia; Subthalamic nucleus; Deep-brain stimulation; Neuroprotection; Epilepsy; Obsessive
compulsive disorders

Mots-clés: Maladie de Parkinson ; Ganglions basaux ; Noyau subthalamique ; Stimulation du cerveau profond ; Neuroprotection ; Epilepsie ;
Troubles obsessionnels compulsifs

1. Introduction The discovenyf4] that the effects of deep-brain stimu-

lation depend on the frequency provided such an alter-
Surgery and pharmacology have always been the native

only therapeutic tools for neurodegenerative diseases.

In the field of movement disorders, surgery came first

[1,2], but had complications, particularly when it was 2. Paradoxical effects of high-frequency

performed bilaterally. The introduction of the treat- stimulation

ment by the Dopamine precursor LevoDd3h was

successful in compensating the loss of production of  Electrical stimulation is usually associated to exci-

Dopamine by the degeneratedbstantia nigra pars tation of neural elements. Depolarization induced by

compacta (SNc), and eradicated surgery. However, cathodal stimulation triggers the opening of sodium

the LevoDopa-induced dyskinesias and motor fluctua- voltage-dependent channels and leads to the initiation

tions, as well as the complications of surgery called for of a spike, self-reproducing and propagated along the

new methods to complement the therapeutical panel. axon in a non-decremental manner. Repetition of the
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stimuli leads to an increased efficiency, due to tem- the same session. Stimulation was continuous, unipo-
poral and spatial summations. This is not a linear lar (the electrode being the cathode and the case of the
phenomenon and the excitability of the membrane in- stimulator the anode), with frequency at 130 Hz, pulse
creases with frequency until an optimum above which width at 60 ps, amplitude around 2-5 V.

excitability decreases again. Stimulation is used as a  This empirical observation-based concept could be
tool to explore the functions of neural structures, in then applied, in addition to the thalamic target Vim
various circumstances and particularly during surgical (ventral intermedius thalamic nucleus) for rest tremor
procedures to help defining the target. and for postural essential tremor, but also to the other

Intraoperative thalamic stimulation abolishes Par- classical targets for PD, particularly to the internal
kinsonian rest tremor at frequencies above 100 Hz.  pallidum GPi[11-14] known for its specific effect

It is during a surgery for thalamotomy in a pa- on levodopa-induced dyskinesias and used in pallido-
tient with essential tremd#], who underwent some  tomies[15,16]
months ago a thalamotomy on the other side, which ~ The demonstration that the method was reliable,
we performed for the first time the implantation of an and safe comparatively to lesioning methods, allowed
electrode aimed at delivering high-frequency stimula- its extension to new targets, theoretically designed
tion [HFS]. The reason was that performing a bilateral from basic neuroscience, such as the subthalamic nu-
thalamotomy is usually considered as bearing a higher cleus (STN)17-20]
risk of complication, particularly neuropsychological One may consider that, as a conclusion of this
complicationg5-9]. We had observed during previous first period, one had established the empirical concept
surgeries that using stimulation for exploration pur- ‘HFS is equivalent to Lesion’, stating that HFS-DBS
poses, at low and high frequency, that high frequency Produced a functional inhibition mimicking the effects
(i.e., higher than 100 Hz) was able to stop the tremor, Of lesion. This concept has currently the status of an
while low frequency (|ower than 50 Hz) was not able axiom as it is verified in every circumstance where it
to stop it or was even able to drive the tremor at fre- is applied (not only in all three targets used for PD, but
quencies around 5to 10 Hz. This observation was used also in other clinical indications such as the pOSteriOI’
for several patients in a row as an additional tool for hypothalamus for cluster headaclj2$,22] or in ex-
locating the best site where to make the lesion of thala- Perimental animals in the ventromedial hypothalamus
motomy. The idea came quickly that this could be used [23] where changes in feeding behaviour can be in-
permanently as a treatment, because of the availability duced), and still cannot be demonstrated. This concept
of the hardware, previously designed to deliver low- has two consequences:
frequency stimulation in the nervous system or along
the spinal cord, mainly for treatment of intractable
pain.

Using this method in patients who at that time
were indications for thalamotomy, and had either rest
tremor (patients v_vith Par_kinson’s di_sease (PD)) or POS- 3. Other indications
tural tremor (patients with essential tremor (ET)), it

was quickly demonstrated that deep-brain stimulation  Based on these clinically proven experiences, sev-
(DBS) at high frequency (HF) replaces ablative stereo- era| other indications have been explored and are
tactic methods[4,10]. The electrodes were stereo- treated, either on the basis of the extension of the con-
tactically implanted, during a procedure guided by a cept to targets having already proven their efficiency,
combination of ventriculography, magnetic resonance or on the basis of theoretical expectations, drawn from
imaging (MRI), and electrophysiology (using both mi- experimental evidence.

crorecording and microstimulation). These electrodes

were then connected to programmable pulse genera-3.1. HF-DBSfor dystonia

tors, implanted in the subclavicular area similarly to

cardiac pacemakers. Contrarily to thalamotomy, DBS  Since the previous reports 4], thalamotomies
could be well tolerated when performed bilaterally in  were performed either in Vim or in more anterior tar-

— Are there other indications?
— Is this a new physiological concept? And if so,
what is its mechanism?
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gets, such as ventro-oral posterior or anterior thalamic atric patients from a very useful therapy when all
nuclei (Vop or Voa), and even in the pallidum. HFS of other treatments have failed. Capsulotomies and cin-
Vim, although providing some benefif85], has not gulotomies were still performed in rare institutions,
been very successful for treating dystonia. Following but the risk of complications and their irreversible na-
the reports of improvement of dystonia by pallidotomy ture has been a persisting restriction. The reversibility
[13], HFS has been tried in GPi where once gain it of HF-DBS has reopened an opportunity. Obsessive
mimics the effects of lesions created by pallidotomy compulsive disorders (OCD) have been the psychiatric
[26-28] It is striking to observe that in this partic- condition that benefited the most from psychosurgery
ular indication the similarities between the effects of when indications were correctly chosen. For this rea-
HFS and lesion are concern also the time course of son, DBS was used to replace lesions in the inter-
improvement of symptoms. While in PD, the effects of nal capsulg35]. The reported results were encourag-
HFS are almost immediate (within seconds) and sim- ing, but the parameters used (high voltage, large pulse
ilarly reversible, in dystonia, these improvements are width) suggested that the neuronal structure involved
not seen before a rather longer delay, of days if not was at distance from the real target, which could be,
weeks and keep improving along time even over some according to the current understanding of the phys-
years. This delayed time course is similar for HFS and iology of the basal ganglia, theucleus accumbens.

for pallidotomies, proving that this is related to the Recent and preliminary data reporting results of HF-
nature of the cause of the dystonia rather than to the DBS of thenucleus accumbens are in agreement with

method of altering the function of GPi. this hypothesis. HF-DBS of STN in two PD cases
that had in addition traits of OCD showed that the
3.2. HF-DBSfor epilepsy improvement of the PD symptoms was paralleled by

the improvement of the OCD symptoms, as evaluated
It has been known for lonf29,30]that cortical ex- with the Y-BOC rating scal§36]. A third unpublished
citability may be modified by pharmacological and le- case seems to confirm these preliminary observations.
sioning manipulations of the nigral system, leading to A multicentre-randomized double-blinded study has
the concept of ‘Nigral Control of Epilepsy’. Injection  been initiated to verify or delete this hypothesis.
of GABA agonists or NMDA inhibitors in theubstan-
tia nigra pars reticulata (SNr), or GABA antagonists  3.4. HF-DBSfor cluster headaches
into the superior colliculus induces an anti-epileptic
effect on most of the experimental models of epilepsy ~ Cluster headaches might be a devastating disease,
in laboratory animals. Based on these observations andoccurring repeatedly in patients prone to this vascu-
on our previous experience of HF-DBS in the STN for lar dysregulation. PET-scan studies have shown that
PD, and on the direct projections of STN onto SNr, the episodes corresponded to a hyperactivity of the
we have implanted STN in several cases of intractable ipsilateral posterior hypothalamy87]. The implan-
epilepsy with significant resul{81,32] openingona  tation of this area with electrodes has demonstrated
clinical controlled trial of STN HF-DBS in epilepsy  a striking, acute, reversible, and ipsilateral effect of
cases due to genetic anomalies (ring chromosome). high-frequency stimulatiof21,22].
Other targets are being considered, such as the ante-
rior thalamus, projection site of the mamillo-thalamic
tract. In these cases, the efficiency is still obtained at 4. Future applications?
130 Hz. Other data are being reported on the efficiency
of direct stimulation of the amygdalo-hippocampic 4.1. HFSfor obesity or anorexia nervosa?
formation[33] or even the epileptic focus itsgB4].
The ventromedial hypothalamus, and the lateral hy-
3.3. HF-DBSfor OCD pothalamus are structures involved in the control of
feeding behaviour. Lesions of the hypothalamus due
The discredit of psychosurgery during the second to lipomas or secondary to surgical lesion (such as af-
half of the 20th century has deprived some psychi- ter surgery for craniopharyngiomas) may also induce
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malignant obesity. Experimental data in dogs and cats elements of the neurons respond differently to stimula-
demonstrated that lesion of the VMH or low frequency tion. Fibres have a lower threshold than the cell bodies;
stimulation of LH induce hyperphagia and then obe- the orientation of the fibres is important depending on
sity, while low frequency stimulation of VMH and they are parallel or perpendicular to the current lines.
lesion of LH induce the reverse behaviour, leading to Stimulation might induce the silencing of the neuronal
a cachectic state. In rat experimef8] HF-DBS of firing, the jamming of a network or a feedback loop
VMH in rats induce hyperphagia, while low frequency that would make the wrong message erased or mean-
stimulation decreases the food intake of fasted rats  ingless, the fatigue of synapses by depletion of the
These are experimental data, suggesting that HF- neurotransmitter. Several of these mechanisms could
DBS could be used for treatment of obesityanorexia be involved altogether in the same structure or at dif-
mentosa. However, this requires more experimental ferent levels, which allows us to propose a tentative
data and raise important ethical problems to be solved model for the mechanisni{gs. 1 and 2
prior to the first clinical attempts At the level of the cell body, there is now evidence
As a conclusion of this second part, HF-DBS is a that the neuronal firing is inhibited: direct recording
surgical tool, adaptable, reversible, usable as substituteof neuron activity at the site of stimulation has been
for lesions in various neural structures and applicable done in the GP[38,39] as well as in the STN4O,
to several targets at the same time. It seems to have41], which show that spikes are not induced during
wide applications in various targets, and future devel- HFS, as well as immediately after stimulati¢42—
opments can be foreseen. We still have to understand44]. However, the stimulation field necessarily encom-
its mechanism and to investigate its effects passes also the neighbouring axons, either originating
within the stimulated structure (such as subthalamo-
pallidal axons), or passing by it (such as in the F1 and
5. Mechanism F2 Forel fields, or in the internal capsule). This might
explain the results of Garcia et §#45] on rat-brain
The challenge is to solve the following paradox: slices: HFS of STN induces a dual effect, made of in-
how can stimulation produce the same clinical effects hibition of firing interrupted by burst of spikes driven
than lesions in various structures of the brain? Actu- at the frequency of stimulation, which might be due
ally, the facts are different depending on the frequency. to a retrograde propagation to the cell body of axonal
HFS (more than 50 Hz, actually at about 130-185 Hz) spikes initiated along the part of the STN axon leaving
mimics the effects of ablative procedures (considered the nucleus and involved by the electrical field.
as inhibitory) in neural somatic structures such as the At the level of axons, observation of the effect
thalamus (Vim, CM-Pf), the basal ganglia (GPi, STN) of stimulation during surgical exploration of the tar-
and the hypothalamus (VMH). On the contrary, HFS get and of its surroundings demonstrates that high-
and LFS excite neural-fibre bundles, such as the op- frequency as well as low-frequency stimulations ex-
tic tract (inducing flashes), the pyramidal tract (in- cite these elements. The excitation of the fibres pass-
ducing contractions), the lemniscus medialis (induc- ing close to the site of stimulation induces the ex-
ing paresthesias), or the third nerve fibres (inducing pected symptoms: paresthesias in the lemniscus me-
mono-ocular deviations). When a chronic electrode dialis, muscular contractions in the internal capsule at
(1.27 mm in diameter) bearing four contacts (1.5 mm the level of the pyramidal tract, conjugated eye devi-
long, separated from the next one by 0.5 mm), with ation in the geniculate tract of the internal capsule,
a voltage of about 2 to 3 V, which corresponds to 2 mono-ocular deviation in the fibres of the third cra-
to 3 mA as the average impedance of the system is nial nerve. Therefore, the axons efferent from the sub-
about 10002, the area involved by the suprathresh- thalamic neurons should be also excited. The induced
old currents is not limited to a point and even to a spikes should therefore travel along the efferent axons
homogeneous structure such as STN, comprises neu-and reach the synapses to the target structures, such
ronal somata, of course, but also their dendritic fields, as SNr or GPi. Recording in GPi during STN stimu-
the corresponding synapses and the afferent fibres, adation in monkeys shows increased activigyr], but
well as the efferent axons of the neurons. The different this could be due to activation of fibres close to the
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Fig. 1. A global model of HFS-induced functional inhibition. Within STN nucleus, where the chronic DBS electrode is inserted, a STN neuron
receives Gabaergic afferents from Gpe and Glutamatergic afferents from the cortex, the CM-Pf and PPN nuclei, and emits Glutamatergic
efferents to the target nuclei GPi (and SNr not represented here), which receives also terminals from other origins (such as Gpe and the
Striatum). Not directly related to this network, axons pass by these structures, constituting the Internal Capiseranishes medialis, or

lower and more medial, the fibres of the third nerve.

site of stimulation, which in the experimental situa- as well. They would be therefore responsible for the
tion of this paper (monkeys stimulated in STN with a excitation of the target cells, in SNr as well as in GPi,
human chronic electrode) might overpass the STN nu- provided that the spikes are able to induce a synaptic
cleus. Anyway, this activity induced in GPiis linked to activity at this level. To check this, we have studied
the stimulation and disturbs the spontaneous activity, the effect of HFS on a prolactinoma cell line produc-
which might create at this level a jamming. Microdial- ing prolactine in culture. The release of prolactine is
ysis in the rat shows an increased release of glutamate decreased by HFS in a similar extent than by the addi-
presumably coming from the STN. These data are dif- tion of dopamine, the prolactine inhibitor factor. Sim-
ficult to interpret because the prolonged time course ilar experiments were performed on the neuronal-like
of the release outpasses by large the duration of thecell line PC12 using a long oligonucleotide microchip
effects of STN stimulation. Moreover, the size of the bearing 5000 rat gene on a nylon film, with radioactive
probe as compared to the size of the investigated struc-detection. These experiments show that HFS decreases
ture does not allow us to consider these data as repre-transcription in 80% of the gend49] (unpublished
sentative of the structure, and therefore does not makedata).

the microdialysis data reliablgt8]. However, axons One may therefore assume that the synapses acti-
originating from the STN neurons should be excited vated by the axons originating from neurons situated
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Fig. 2. (A) HFS inhibits spike initiation at the level of the STN membr§@,42,46]and decreases neurotransmitter (glutamate) synthesis and
synaptic releasf9]. Axons impinging upon the stimulated neurons and their terminals would be excited and would deliver an increased amount
of their neurotransmitters. However, their postsynaptic effect (initiation of EPSPs by glutamate terminals coming from the cortex, the CM-Pf
and PPN nuclei, or of IPSPs by GABA terminals coming from GPe) might be annihilated by the inhibition of the spike initiation at the level of
the postsynaptic STN membrane by HASH Fig. 1). (B) Axons passing by the stimulated structure but coming from cell bodies which are far

from the site of stimulation (such as the fibres of the internal capsule or the fibres of the third nerve) would be excited, therefore inducing remote
side effects (gaze deviation, monocular deviation, muscular contractions, sensory parestheskisg) (). (C) Axons (subthalamo-pallidal,

pallido- and striato-pallidal, and axomes passant) are excited at low and at high frequency. The effect of HFS on these axons depends on
their origin, whether or not their cell bodies are within the stimulated aBea Fig. 1). (D) Axons originating from the stimulated STN

neurons are probably stimulated and generate spikes that are propagated to the subthalamo-pallidal (or nigral) synapse: however, at this leve
the neurotransmitter cannot be released anymore, as its synthesis would have been inhibited at the level of the STN4SB@otthis

inhibition is insufficient, the spikes that are not inhibited are propagated under a disrupted pattern of firing; this would render the final neuronal
message meaningless for the whole netwdiK, in a global process which we have called ‘jamming’. Axons originating from Gpe and/or

the striatum may be excited when passing close to the stimulated area: they are Gabaergic and should participate to the inhibition of the targe
structures, GPi and SN4 {n Fig. 1).

in the area of stimulation cannot release the expected At the level of the cell body, the axon terminals
neurotransmitter, making these neurons like ‘firing coming from the afferent neurons are mainly gluta-
blanks’[50] and creating a functional inhibition. matergic from the cortex, the parafascicularis nucleus
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and the pedunculopontine nucleus, but also GABAer-
gic coming from the external Pallidum GPe. These two
types of afferents might therefore be excited and de-
liver both glutamate and GABA, the last one being
dominant in term of the final results. The hypothesis
of the GABA action is the one suggested by Dostrov-
sky et al.[38,39] Moreover, the axons originating in
GPe are retrogradely activatpt?]; they could partic-
ipate to either a jamming or an incoming additional
inhibitory GABA input onto STN, participating to the
STN inhibition.

A.-L. Benabid et al. / C. R. Biologies 328 (2005) 177-186

This is based on the hyperactivity of STN in Pb1],
the glutamatergic projections from STN to SNr and
SNc[52], the glutamate neurotoxicity through NMDA
receptorg53], the NMDA enhancement of neurotoxi-
city of metamphetamingb4], the attenuation of neuro-
toxicit by NMDA antagonists (MK801, CPP,.) [55].
To test this hypothesis, experiments were done in a
60HDA rat model and in a MPTP monkey model.
The 60HDA rat program was achieved using the
Sauer and Oertel mod¢b6] where intrastriatal in-
jection of neurotoxin 60HDA induces a retrograde

On the basis of these considerations, we propose degeneracy of the dopaminergic neurons of shie-

a global model explaining the major observations and
supporting the concept of HFS induced functional in-
hibition (Figs. 1 and 2 HFS at the level of a neu-
ronal structure inhibits spike initiation at the mem-

stantia nigra pars compacta (SNc), which is signifi-
cantly decreased when the neurotoxin is injected after
injection of kainic acid into STN57-59] The MPTP
monkey program was achieved using MPTP systemic

brane level and decreases neurotransmitter synthesignjection. Neuroprotection was obtained either by le-

and synaptic release. Axons originating from the stim-
ulated neurons could initiate and propagate spikes,
which however would be inefficient at the synaptic
level, considering the above-described inhibition of
the neurotransmitter production and release. If this
inhibition were insufficient, the disrupted pattern of
firing would render the final neuronal message mean-
ingless for the whole network, in a global process that
we would call jamming’. Axons impinging upon the
stimulated neurons and their terminals would be ex-
cited and would deliver their neurotransmitters (pro-
vided their somata would be at sufficient distance to
avoid inhibition of the neurotransmitter production),
but their action might be inefficient because of the in-
hibition of the spike initiation at the level of the mem-
brane by HFS. Axons passing by the stimulated struc-
ture but coming from cell bodies which are far from
the site of stimulation would be excited and would de-
liver an increased output of their neurotransmitters at
the level of their target synapses, therefore inducing
remote side effects.

6. Effectsof STN inhibition: the putative
neuroprotective effect of STN-HFS

The Working Hypothesis is that HF-DBS of STN
shuts down or significantly decreases the STN out-
put of glutamate, an excitotoxic amino-acid which in

PD might participate to the neurodegenerative process.

sioning the STN with kainic acid injections or by
chronic STN stimulation through implanted electrodes
connected to a permanent stimulator. In all experimen-
tal conditions, the ratio between the protected versus
the non protected side was aboul9+ 0.06 (p <
0.0001) for the cell count using the Nissl stain and
1.21+ 0.1 (p < 0.0001) using tyrosine immunoreac-
tive staining[60].

Long-term effects in human patients were inves-
tigated using the OFF medication-OFF stimulation
score at patient evaluation in 89 bilaterally-implanted
STN cases of PD. Continuing impairment as usual in
PD was observed in 25% of the patients, 36% were
stable and 38% showed significant improvement, 19%
continuously improving over five years. Although this
is usually not observed in PG patients in whom annual
impairment is about 10%61], one might be cautious
before interpreting these results as neuroprotection, as
it is known that long-lasting effects of levodopa treat-
ment have been observed.

The conclusion of this third part is that HF-DBS of
basal ganglia is the current surgical alternative in the
treatment of Parkinson’s disease. It has already sev-
eral applications to other diseases (dystonias, epilepsy,
OCD, cluster headaches) and future indications are
being investigated. Its mechanisms are not fully under-
stood, but produce a functional inhibition, with multi-
ple complex components, from the cell to the gene.
The physiology of electrical stimulation in general, or
even at a larger scale, the biological effects of electric-
ity, might be further investigated.
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RESUME

Un dispositif de stimulation électrique in vitro sur des lignées cellulaires a été optimisé afin de nous
permettre d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires de la SHF. Deux lignées cellulaires (GH3 et PC12)
ont été analysées au niveau transcriptomique, protéomique et de la sécrétion hormonale et de neurotransmetteurs.

Nous avons comparé les niveaux de sécrétion de PRL des GH3 traitées par SHF, SBF ou par la dopamine;
ainsi que les niveaux des catécholamines (DA, AD et NA) des PC12 traitées par SHF, SBF ou par 6-OHDA. La
synthése protéique des cellules stimulées a été analysée par les techniques d’incorporation de **S méthionine et
de SELDI-TOF-MS. Enfin nous avons recherché les modifications d’expression génique des cellules stimulées
en utilisant la technique des microarray a base d’oligonucléotides longs sur nylon et détection radioactive.

Les premiéres expériences montrent une diminution significative de la quantité de prolactine a un niveau
comparable a celui obtenu avec I’inhibiteur conventionnel, la dopamine. De la méme fagon, la production de
catécholamines dans le milieu est inhibée. Les données transcriptomiques montrent I’existence des profils
d’expression caractéristique de la neurostimulation a haute fréquence, avec environ 100 genes discriminants
impliqués dans la synthése protéique, la signalisation calcique, I’énergétique cellulaire pour les principaux. Nous
avons confirmé I'impact de la neurostimulation sur la synthese protéique en SELDI-TOF comme en
incorporation de méthionine.

Un mécanisme original de SHF peut donc étre proposé, impliquant la neutralisation de la synthese
protéique dans I’inactivation réactionnelle des structures neuronales. L’implication de la signalisation calcique et
des voies PKC est suggérée.

Mot-clé: stimulation électrique & haute fréquence, culture cellulaire, GH3, Prolactine, PC12, Catécholamines,
sécrétion extracellulaire, synthése protéique, SELDI-TOF-MS, élongation, transcription.

ABSTRACT

A system for electrical stimulation on cells lines in vitro was optimized for studying cellular and
molecular mechanism of high frequency electrical stimulation. Two cells lines (GH3 and PC12) were analysed at
the transcriptomic and proteomic level as well as for the impact on hormonal secretion and neurotransmitter
release.

We compared PRL secretion of GH3 cell by HFS, LFS and dopamine as well as catecolamine (DA, AD
and NA) secretion of PC12 cell treated by HFS, LFS and 6-OHDA. Proteomic synthesis of stimulated cells were
analysed by *S methionine incorporation and by SELDI-TOF-MS. At last we have investigated modifications of
gene expression of stimulated cells using DNA nylon microarray based on long oligonucleotides and radioactive
detection.

First experiments demonstrated that HFS induced a significant decrease of the amount of prolactin to a
level comparable to the level obtained with dopamine, one well known inhibitor of prolactin. Similarly, the
amount of catecholamines detected in the cell culture medium was significantly down regulated. Transcriptomic
data manifested the existence of characteristic expression profiles for high frequency electrical stimulation.
About 100 discriminatory genes were individualized upon HFS involved in the proteomic synthesis, calcium
signalisation and cellular energetic. We confirmed the impact of HFS on protein synthesis with SELDI-TOF
technique and methionine incorporation.

One original HFS mechanism has been validated, involving protein synthesis neutralisation in the reacted
inactivation of neuronal structures. Implication of calcium signalisation and PKC pathway were also suggested.

Key word: high frequency electrical stimulation , cell culture, GH3, Prolactin, PC12, Cathecolamines,
secretion extracelar, protein synthesis, SELDI-TOF-MS, elongation, transcription.
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