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Résumé   

La D-sérine, co-agoniste endogène du récepteur N-Méthyl D-Aspartate, est impliquée à la fois 

dans des fonctions physiologiques telles que l’apprentissage et le vieillissement et dans des 

pathologies psychiatriques et neurodégénératives comme la schizophrénie ou la sclérose 

latérale amyotrophique. Ce travail de thèse est composé de deux parties. Premièrement, je me 

suis intéressée aux mécanismes de régulation de la D-sérine extracellulaire. A l’aide de 

biocapteurs enzymatiques développés au laboratoire, nous avons évalué, in vivo, la diffusion 

de la D-sérine à travers la barrière hématoencéphalique et estimé sa concentration dans 

différents compartiments. Nous avons aussi montré que la recapture de la D-sérine est assurée 

par les transporteurs de type ASC et que sa dégradation est effectuée par la D-amino acide 

oxydase dans le cervelet et par la sérine racémase dans le cortex. Deuxièmement, j’ai étudié 

l’implication de la D-sérine dans le status épilepticus, un modèle présentant une forte 

excitotoxicité avérée. Nous avons tout d’abord développé une méthode de comptage 

automatique pour quantifier précisément la mort neuronale. Puis nous avons enregistré les 

concentrations de D-sérine et de glutamate extracellulaires lors du status épilepticus et nous 

avons montré que ces deux transmetteurs ont leur concentration augmentée dans le cortex 

piriforme/amygdale, zones fortement touchées par l’excitotoxicité. En revanche dans le cortex 

où il n’y a pas de perte neuronale excitotoxique, leur concentration reste inchangée. Mieux 

comprendre la régulation de la D-sérine et son rôle pathologique est essentiel pour développer 

et adapter des traitements. 

 

Mots clés : in vivo, électrochimie, biocapteurs 

 

 

Title :  Regulation of the extracellular D-serine concentration in the brain and its implication 

in excitotoxicity.  

 

Abstract 

 D-serine, an endogenous agonist of the N-methyl-D aspartate receptor, is implicated both in 

physiological functions like learning, aging and in psychiatric and neurodegenerative diseases 

like schizophrenia and amyotrophic lateral sclerosis. This thesis work is composed of two 

parts. First, I studied the mechanisms regulating D-serine extracellular concentration in the 

brain. With biosensors developed in the laboratory, we evaluated D-serine diffusion across the 

blood brain barrier and estimated its concentration in different compartments in vivo. We have 

shown that D-serine reuptake is mediated by ASC transporters and that its degradation relies 

on D-amino Acid oxidase in the cerebellum and on serine racemase in the cortex. Second, I 

have study the implication of D-serine in neuronal lesions produced by status epilepticus, a 

pathological model in which excitotoxicity is demonstrated. We have developed an automatic 

software to determine the density of neurons in a brain slice and identify the brain regions 

with most neuronal lesions following status epilepticus. We have then recorded the 

extracellular D-serine and glutamate concentration during status epilepticus and demonstrated 



                                                           

 

 

 

that the concentration of both transmitters is increased in piriform cortex/amygdala, area 

corresponding to extended excitotoxic neuronal death. However, in the cortex, an area 

without excitotoxic neuronal death, D-serine and glutamate concentration are constant. 

Understanding D-serine regulation and its pathological implication is essential to develop new 

treatment for protecting the neuronal tissue against excitotoxic insult.  

 

Keywords : in vivo, electrochemistry, biosensors 
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I. Introduction générale 
 

 Dans cette introduction seront présentés tout d’abord la D-sérine et ses différents 

systèmes de régulation dans le système nerveux central. Ensuite ses implications 

physiologiques et pathologiques seront décrites, pour terminer avec les objectifs de ce travail 

de thèse.  
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Les acides aminés naturels sont utilisés par le cerveau des mammifères et la plupart 

d’entre eux sont présents sous la forme lévogyre. La forme symétrique, dextrogyre, était 

considérée comme restreinte aux bactéries et non naturelle dans les tissus eucaryotes 

(Corrigan, 1969).  Au début des années 90, la D-sérine a été pour la première fois identifiée 

dans le cerveau de rats. De fortes concentrations ont été quantifiées à des niveaux 

comparables à celles trouvées pour les neurotransmetteurs classiques (Hashimoto et al., 

1992a). Elle n’est pas uniquement présente dans le cerveau mais également dans différents 

organes périphériques tels que le foie, la rate, les reins, le pancréas, le cœur, les poumons 

(Horio et al., 2011). La D-sérine et le D-aspartate sont les deux D-amino acides les plus 

abondants (Dunlop et al., 1986). Les récents progrès dans les techniques d’analyses ont 

permis de certifier la présence des D-amino acides chez les mammifères, notamment chez les 

humains (Kirschner and Green, 2009, Miyoshi et al., 2012). Cette découverte a amené les 

chercheurs à reconsidérer la place des D-amino acides chez les mammifères. Une question 

majeure a été de déterminer si la D-sérine cérébrale a une origine exogène ou endogène. Son 

origine a été au départ envisagée dans l’alimentation ou par production bactérienne au niveau 

de la flore intestinale. Ces deux hypothèses ont été réfutées. Dunlop and Neidle (1997) ont 

démontré à l’aide de D-sérine radiomarquée que la D-sérine cérébrale ne provient pas de 

l’alimentation. Nagata et al. (1994) ont comparé la quantité de D-sérine cérébrale chez des 

souris contrôles et chez des souris sans bactéries et ils n’ont trouvé aucune différence. Par 

leurs expériences Dunlop and Neidle (1997) démontrent que la D-sérine cérébrale a une 

origine cérébrale et que son précurseur est la L-sérine. Wolosker et al. (1999b) confirment 

cela en identifiant l’enzyme responsable de sa synthèse dans le système nerveux central.  

 La D-sérine est de nos jours définie comme un neuromodulateur jouant un rôle majeur 

dans le système nerveux central (SNC). Elle a été identifiée comme co-agoniste des 

récepteurs NMDA par sa fixation sur le site NR1, plus connu comme site de fixation de la 

glycine. Depuis sa découverte dans le cerveau des mammifères, plusieurs équipes se sont 

intéressées à la régulation de la D-sérine. Comment est-elle synthétisée, dégradée ? Existe-t-il 

des mécanismes de recapture et de libération de la D-sérine ? Est-elle impliquée dans des 

fonctions physiologiques et/ou pathologiques ?

 

 

 

A. Régulation de la D-sérine 

 
 La concentration de D-sérine est régulée à la fois par sa synthèse, sa dégradation mais 

également par des mécanismes contrôlant sa libération et sa recapture. 

 

 

1. Synthèse de la D-sérine 

1.1  Découverte de la Sérine Racémase 

 

 Plusieurs phénomènes observés chez le rat et la souris suggéraient l’existence d’une 

enzyme synthétisant de la D-sérine à partir de la L-sérine: (a) la concentration de D-sérine est 
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plus élevée lorsque la concentration de L-sérine est augmentée (Takahashi et al., 1997). (b) 

Dunlop and Neidle (1997) ont montré que le précurseur direct de la D-sérine est la L-sérine et 

que le ratio de production est d’environ 4% par heure. L’enzyme responsable de ces réactions 

était alors encore inconnue. La sérine racémase a été identifiée en premier par H. Wolosker en 

1999. Grâce à des techniques de purifications biochimiques, l’enzyme a été purifiée, isolée et 

clonée à partir d’extrait de cerveau de rat (Wolosker et al., 1999a, Wolosker et al., 1999b). 

Quelques années plus tard, après avoir purifié la sérine racémase murine, l’équipe de H. 

Wolosker a purifié la sérine racémase humaine (De Miranda et al., 2000).  

 

 

1.2  Description de la sérine racémase 

 

La sérine racémase fait partie de la famille des enzymes dépendantes d’un cofacteur, le 

phosphate 5’ pyridoxal (PLP). La sérine racémase de souris (mSR) a une masse moléculaire 

de 36.3kDa. Elle est composée de 319 acides aminés. La sérine racémase humaine (hSR) est à 

88% identique à celle de souris et composée de 340 acides aminés. Présente sous forme 

d’homodimère en solution, elle a son optimum d’activité à un pH de 8.5 et à la température de 

37°C (Wolosker et al., 1999b, De Miranda et al., 2000). La sérine racémase a la particularité 

de pouvoir faire une réaction de racémisation qui est la production de D-sérine à partir de L-

sérine mais également d’α,ȕ élimination qui est la production de pyruvate et d’ammonium à 

partir de L- ou D-sérine. La sérine racémase humaine et la sérine racémase de souris ont 

quasiment la même affinité pour la D-sérine concernant la racémisation (4,1 ±0,2 mM et 3,8 

±0,1 mM respectivement) et la même affinité concernant la L-sérine pour l’α,ȕ élimination 

(4,7 ±0,4 mM et 4,0 ±0,5 mM respectivement, Tableau 1). 

 

 

 

Tableau 1 : Tableau de comparaison des propriétés cinétiques de la sérine racémase murine et 

humaine. mSR : sérine racémase murine. hSR : sérine racémase humaine. D’après Pollegioni and 

Sacchi (2010).  

 

 

1.3  Racémisation et α,ȕ élimination 

 

Au départ, seule l’activité de racémisation de l’enzyme fut étudiée. En cherchant à 

déterminer les cofacteurs nécessaires, De Miranda et al. (2002) se sont aperçu qu’à partir de 4 

molécules de L-sérine, il y avait production de seulement 1 molécule de D-sérine. Selon leurs 

conditions expérimentales, cette différence ne pouvait pas être due à une dégradation de la D-
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sérine produite. Ils ont ainsi découvert que la sérine racémase est une enzyme bi-

fonctionnelle. Pour 4 molécules de L-sérine consommées, il y a production par la sérine 

racémase d’une molécule de D-sérine et de 3 molécules de pyruvate. La synthèse de pyruvate 

par la sérine racémase relie la synthèse de D-sérine au métabolisme énergétique de la cellule. 

Le pyruvate peut être soit utilisé par le cycle des acides tricarboxyliques dans les 

mitochondries, soit converti en lactate utilisé comme substrat énergétique par les neurones 

lors de forts besoins en énergie.  

La L-sérine-O-sulfate, un dérivé de la L-sérine peut être α,ȕ éliminée et produire du 

pyruvate mais elle ne peut pas être racémisée. Cette réaction permet d’inhiber de manière 

compétitive la formation de D-sérine par la racémisation de la L-sérine (Panizzutti et al., 

2001).  

La sérine racémase possède donc plusieurs propriétés : 

- Elle est responsable de la racémisation de la D-sérine à partir de L-sérine.   

- Elle possède également une activité d’α,ȕ élimination qui permet la production de 

pyruvate à partir de L-sérine (Figure 1).    

 

 

 

 

Figure 1 : Réaction de racémisation et d’α,ȕ élimination.  

La L-sérine réagit avec la sérine racémase (E) associée au pyridoxal 5’ phosphate (PLP). Puis il y a 

formation d’un carbanion stabilisé par résonnance. A partir de cette étape, deux réactions peuvent 

avoir lieu, soit la racémisation qui permet la production de D-sérine. Soit l’α,ȕ élimination qui permet 

la production de pyruvate et de l’ion ammonium (Wolosker and Mori, 2012).  

 

 

1.4  Localisation de la serine racémase 

 

La localisation de la sérine racémase et de la synthèse de la D-sérine est soumise à de 

nombreux débats. Des marquages immunohistochimiques ont localisé la sérine racémase 

principalement dans le télencéphale dans des régions comme le bulbe olfactif, le cortex, le 

striatum ou l’hippocampe. La sérine racémase est absente du cervelet et du tronc cérébral 
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(Miya et al., 2008). Sa localisation est quasiment identique à celle de la D-sérine (Figure 2), 

(Schell et al., 1997).  

Bien que la localisation anatomique de la sérine racémase soit nettement définie, 

concernant sa localisation cellulaire, les données ne sont pas aussi claires. Les études initiales 

ont localisé la sérine racémase dans les astrocytes au niveau du système nerveux central 

(Wolosker et al., 1999a) et dans les cellules de Schwann pour le système nerveux 

périphérique (Wu et al., 2004). En 2006, Kartvelishvily et al. (2006) ont démontré que la 

sérine racémase est située également dans les neurones. Cette différence de résultat s’explique 

par un changement de la technique de fixation du cerveau et de l’anticorps utilisé. L’anticorps 

anti sérine racémase utilisé initialement avait pour indication de ne pas réagir sur coupe fixée 

au paraformaldéhyde mais uniquement sur coupe fixée au méthanol. Le problème est que la 

fixation au méthanol provoque la précipitation des protéines et peut générer des artéfacts dûs 

au rétrécissement du cytoplasme et à la modification de la morphologie des cellules. Cette 

technique pourrait avoir affectée l’antigénicité de la sérine racémase et empêcher 

l’observation de son marquage neuronal. L’utilisation d’un nouvel anticorps approprié pour la 

fixation au paraformaldéhyde a permis de détecter la sérine racémase dans les neurones à des 

niveaux comparables ou supérieurs à ceux trouvés dans les cellules gliales. Seulement une 

faible immunoréactivité est observée dans les astrocytes. Des études d’hybridation in situ sur 

des cultures primaires de neurones de rats (Yoshikawa et al., 2006) puis sur coupes de 

cerveaux de rats confirment la localisation prédominante de la sérine racémase dans les 

neurones (Yoshikawa et al., 2007). Plus récemment, Miya et al. (2008) ont apporté une 

preuve supplémentaire de la localisation neuronale de la sérine racémase. Pour eux, la sérine 

racémase est exclusivement neuronale et non astrocytaire. Un des points forts de leur étude 

est l’utilisation de souris knock-out (KO) pour la sérine racémase comme contrôle négatif. A 

l’aide de marquages immunohistochimiques in vivo, sur tranches de cerveaux de rats, ils ont 

montré une colocalisation de la sérine racémase et de NeuN, un marqueur spécifique des 

neurones. En revanche, la sérine racémase n’est pas colocalisée avec la GFAP, un marqueur 

astrocytaire. Dans cette étude, un point intéressant est développé : in vivo la sérine racémase 

n’est pas astrocytaire, en revanche in vitro, sur cultures de cellules, elle est colocalisée avec la 

GFAP. Ils supposent que les conditions expérimentales des cultures peuvent affecter 

l’expression de la sérine racémase dans le cerveau. Des contrôles in vivo se révèlent 

nécessaires pour confirmer les études sur cultures de cellules. Benneyworth et al. (2012) ont 

également démontré une localisation prédominante de la sérine racémase dans les neurones 

glutamatergiques à l’aide de souris KO pour la sérine racémase.  

Des études menées pour étudier le rôle de la D-sérine dans des pathologies comme la 

sclérose latérale amyotrophique (SLA), Alzheimer, Parkinson ou l’épilepsie localisent la 

sérine racémase soit uniquement dans des cellules non neuronales comme les astrocytes et la 

microglie (Wu et al., 2004, Sasabe et al., 2007, Ryu et al., 2010), soit dans les neurones et les 

astrocytes (Lu et al., 2011). Ces résultats sont surprenants par rapport aux résultats situant la 

sérine racémase comme prédominante dans les neurones (Kartvelishvily et al., 2006, 

Yoshikawa et al., 2007, Miya et al., 2008, Benneyworth et al., 2012). Un premier facteur 

pouvant expliquer cette localisation est la non prise en compte des données sur la localisation 

neuronale bien que les articles soient plus récents (Sasabe et al., 2007, Ryu et al., 2010) ou du 

fait de leur antériorité (Wu et al., 2004). Un second facteur peut être les conditions de cultures 
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cellulaires influençant l’expression de la sérine racémase (Wu et al., 2004, Sasabe et al., 2007, 

Wu et al., 2007). Un troisième facteur plus hypothétique peut être un dysfonctionnement 

provoquant la présence de la sérine racémase dans les cellules non neuronales en conditions 

pathologiques (Lu et al., 2011).  

Toutes ces études indiquent que la synthèse de D-sérine par la sérine racémase est 

majoritairement neuronale. En revanche, les conditions de son expression astrocytaire restent 

à préciser. Sont-elles physiologiques, dues à des conditions pathologiques ou aux conditions 

de cultures cellulaires ? 

 

 

 

 

Figure 2 : Localisation de la sérine racémase et de la D-sérine dans le cerveau de souris adultes. 

A. Marquage immunohistochimique de la sérine racémase sur tranche de cerveau de souris adultes 

(P56). Ob : bulbe olfactif, Ct : cortex ; St : striatum; Hi : hippocampe ; SNR : substance noire pars 

réticula ; SNR : noyau supra optique, TU : tubercule olfactif ; Cb : cervelet. (Miya et al., 2008).  

B. Marquage immunohistochimique de la d-sérine sur tranche de cerveau de rat adulte (P21).  

 

 

1.5  Régulation de la sérine racémase 

 

L’activité de la sérine racémase peut être régulée de plusieurs façons différentes. Selon 

les interactions avec différents cofacteurs ou partenaires protéiques, l’activité de la sérine 

racémase peut être soit augmentée, soit inhibée.  

 

1.5.1 Activation 

1.5.1.1  La sérine racémase dépend du phosphate de pyridoxal (PLP) 

 

Deux types de racémases ont été identifiés jusqu’à maintenant, celles ne dépendant 

d’aucun cofacteur et celles nécessitant le phosphate 5’ pyridoxal (PLP) qui est un dérivé de la 

vitamine B6. La sérine racémase fait partie de la famille des enzymes dont l’activation 

nécessite la fixation du PLP.  Sur la base de leurs structures 3D, les enzymes dépendantes du 

PLP sont classées en cinq types qui ont évolué à partir de trois protéines ancestrales 

différentes. La sérine racémase des mammifères appartient au type II caractérisé par une 

liaison du PLP au domaine C-terminal.  (Yoshimura and Goto, 2008, Rattka et al., 2012).  
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1.5.1.2 Les cofacteurs nécessaires à l’activation : les ions divalents et les 

nucléotides 

 

Des études sur la sérine racémase recombinante de souris exprimée dans des cellules 

HEK93 ont démontré que l’ion magnésium (Mg
2+

) et l’ADP/ATP sont les cofacteurs 

physiologiques de l’enzyme. La vitesse des réactions de racémisation et d’α,ȕ élimination de 

la L-sérine est multipliée entre 5 et 10 fois par la présence de Mg
2+ 

et d’ATP. L’activité de 

l’enzyme est indépendamment stimulée par le Mg
2+ 

et l’ATP. En effet, l’ATP peut augmenter 

l’activité de l’enzyme en présence d’Acide Ethylène Diamine Tétraacétique (EDTA), un 

chélateur de cations divalents. Les concentrations nécessaires de chaque cofacteur seul pour 

activer l’enzyme sont diminuées d’environ 100 fois lorsque les deux cofacteurs sont présents. 

Les effets dus au Mg
2+ 

et à l’ATP
 
sont additifs, suggérant un rôle pour un complexe Mg-ATP 

dans l’activation de la sérine racémase (De Miranda et al., 2002). L’équipe de Rodriguez-

Crespo a réalisé une étude cristallographique de la structure de la sérine racémase de 

Schizosaccharomyces pombe et Thermus thermophilus et a modélisé la structure de la sérine 

racémase humaine à partir des résultats obtenus. Ils ont montré que le site de fixation des 

cations est en premier occupé par le Mg
2+ 

et en second par le Ca
2+

. D’après leur étude, les 

sites de fixation du Mg
2+ 

et de l’ATP sont distincts, infirmant ainsi la possibilité de la 

formation d’un complexe Mg-ATP (Baumgart et al., 2007).  

 

1.5.1.3 Les protéines interagissant avec la sérine racémase : GRIP, Pick1, 

Golga3 

 

La sérine racémase peut être régulée par des interactions protéine-protéine. Trois 

partenaires ont été identifiés pour interagir avec la sérine racémase. Les sérines racémases 

humaine et murine possèdent une séquence consensus pour se lier aux domaines PSD95/disc 

large/ZO-1 (PDZ). Les protéines GRIP et PICK1 (Protein interacting with C kinase 1) 

peuvent interagir avec la sérine racémase par leurs domaines PDZ.  

La sérine racémase se lie à PICK1 par son domaine PDZ et PICK1interagit avec la 

protéine kinase C (PKC). Il n’y a pas de données concernant les effets de la liaison de PICK1 

sur l’activité de la sérine racémase. Des données ont seulement été obtenues chez des souris 

knock-out pour la protéine PICK1. Cette délétion induit une diminution des niveaux de D-

sérine dans le télencéphale de souris nouveaux nés. Ces résultats montrent que PICK1 peut 

réguler les mécanismes de synthèse de la D-sérine, en revanche les voies de signalisation ou 

les interactions mises en jeu pour y parvenir ne sont pas encore connues (Hikida et al., 2008). 

La sérine racémase se lie au domaine PDZ-6 de la protéine GRIP par son domaine de 

liaison C-terminal et est activée par cette interaction. GRIP peut également se lier aux 

récepteurs AMPA par ses domaines PDZ-4 et PDZ-5. Kim et al. (2005) ont montré que la 

phosphorylation des récepteurs AMPA par le glutamate induit une dissociation de GRIP et 

des récepteurs AMPA. Cela a pour conséquences la liaison de GRIP à la sérine racémase et 

une augmentation de la production de D-sérine. Pour Baumgart et al. (2007), la liaison au 

domaine PDZ-6 n’est pas suffisante pour activer la sérine racémase. Ces auteurs montrent  
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que les domaines PDZ-6, PDZ-7 et le segment de liaison entre les deux sont nécessaires à 

l’activation totale de la sérine racémase in vitro et in vivo.  

La troisième protéine à interagir avec la sérine racémase est Golga3. Golga3 est aussi 

connue sous le nom de GCP170 ou golgine160 et est liée à la face cytosolique de l’appareil de 

golgi. Golga3 se lie à la sérine racémase à la fois in vitro et in vivo. Golga3 permet 

d’augmenter considérablement les niveaux de sérine racémase en diminuant sont 

ubiquitination et donc sa dégradation par le système ubiquitine-protéasome (Dumin et al., 

2006).  Ce mécanisme permet une modulation de la production de D-sérine. 

 

1.5.2 Inhibition de l’activité de la sérine racémase 

1.5.2.1 Rôle inhibiteur de la glycine et du L-aspartate 

 

La glycine, bien que plus petite que la L-sérine et avec un groupe hydroxyle en moins, peut 

inhiber fortement la formation de D-sérine à partir de son L-isomère. Bien que les constantes 

d’inhibition trouvées ne sont pas les mêmes, 0.15mM pour l’équipe de A. Neidle et de 

1.63mM pour celle de J. Konvalinka, ces deux équipes sont d’accord pour dire que la glycine 

est un inhibiteur compétitif de la L-sérine (Wolf et al., 1996, Dunlop and Neidle, 2005). D.S. 

Dunlop et A. Neidle ont également trouvé que le L-glutamate inhibe la sérine racémase  de 

10%, le L-aspartate à 47% et l’acide homocystéique à 41% tandis que les D-isomères 

n’influencent pas  son activité. La L-asparagine inhibe à 62% la sérine racémase et l’acide 

oxaloacétique à 44%. Parmi ces composés, seul le L-aspartate est susceptible d’avoir le plus 

gros effet inhibiteur in vivo car sa constante d’inhibition (Ki =1.9mM) est proche de sa 

concentration dans le cerveau. Tout comme la glycine, le L-aspartate est un inhibiteur 

compétitif de la sérine racémase. Panizzutti et al. (2001) ont pour leur part trouvé que la L-

lysine et la L-cystéine inhibaient significativement la sérine racémase par une interaction avec 

le PLP et contrairement à D.S. Dunlop et A. Neidle que la D-cystéine est un D-amino acide 

inhibiteur. 

On peut supposer qu’in vivo, la concentration de glycine (entre 3 et 6 mM) dans les 

astrocytes peut jouer un rôle dans la synthèse de la D-sérine, si la localisation astrocytaire de 

la sérine racémase est confirmée.  

 

1.5.2.2 Inhibition par le monoxyde d’azote 

 

L’équipe de Suzuki a démontré sur des lignées de glioblastomes qu’en présence d’un 

donneur de monoxyde d’azote (NO), la sérine racémase est inhibée. L’activité de la sérine 

racémase est inversement régulée par la D-sérine et le NO (Shoji et al., 2006). L’équipe de S. 

Snyder a montré que lorsque la sérine racémase est physiologiquement S-nitrosylée, cela 

conduit à son inhibition. Le glutamate et la D-sérine se fixent sur les récepteurs NMDA post-

synaptique. Le calcium se lie alors à la calmoduline qui est associée à la nNOS et stimule la 

production de NO qui va ensuite diffuser dans les astrocytes et les neurones adjacents pour 

nitrosyler et inhiber la sérine racémase. Une boucle de rétrocontrôle négatif est donc mise en 

place pour diminuer la production de D-sérine après l’activation des récepteurs NMDA 

(Mustafa et al., 2007) (Figure 3A).  
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1.5.2.3 Inhibition par les phospholipides, principalement le PIP2  

 

L’activation des récepteurs métabotropiques au glutamate permet l’activation de la sérine 

racémase. Mustafa et al. (2009) ont ajouté de la dyhydroxyphenylglycine (DHPG), un 

agoniste des récepteurs mGluR5, sur cultures d’astrocytes et ils ont observé une 

multiplication par quatre de la concentration de la D-sérine. Ils proposent un modèle où 

lorsque le neurone présynaptique libère du glutamate, celui-ci ne se fixe pas uniquement sur 

les récepteurs post-synaptiques mais aussi sur les récepteurs mGluR5 situés sur les astrocytes 

de la synapse tripartite. L’activation des récepteurs mGluR5 active la PLC qui va dégrader le 

PIP2 et libérer la sérine racémase de la membrane plasmique. Le PIP2 inhibe l’activité de la 

sérine racémase en la maintenant inactive à la membrane plasmique (Figure 3B).  

 

 

Figure 3 : Modèles des régulations possibles de la synthèse de D-sérine par inhibition de la sérine 

racémase. 

A. Inhibition de la sérine racémase par S-nitrosylation. B. Inhibition de la sérine racémase par liaison 

avec le PIP2.  
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1.5.2.4 Inhibition par la protéine kinase C 

 

 PICK1 peut interagir avec la protéine kinase C (PKC) et l’adresser à ses cibles dans les 

cellules. L’équipe de R. Panizzutti a démontré que la PKC peut phosphoryler la sérine 

racémase et contrôler les niveaux de D-sérine à la fois in vitro et in vivo. La sérine racémase 

est physiologiquement phosphorylée par la PKC dans les astrocytes et les neurones, cela 

conduisant à une diminution de son activité et donc des niveaux de D-sérine dans le cerveau 

(Vargas-Lopes et al., 2011).  

D’après ces résultats et ceux obtenus précédemment : a) chez des souris  knock-out pour la 

protéine PICK1, une diminution des niveaux de D-sérine dans le télencéphale de souris 

nouveaux nés est observée. b)  PICK1 peut interagir avec la PKC et l’adresser à ses cibles 

dans les cellules. On peut supposer que PICK1 peut bloquer la phosphorylation de la sérine 

racémase par la PKC en se liant à elle. On peut également imaginer un trio où PICK1 est liée 

à la fois à la sérine racémase et à la PKC, empêchant ainsi la PKC et la sérine racémase de se 

rencontrer. Lorsque PICK1 est absente, la PKC n’a plus de modulateur et phosphoryle en 

excès la sérine racémase.  

 

 

 

 

Tableau 2 : Tableau récapitulatif des régulateurs positifs et négatifs de l’activité de la sérine racémase. 

 

 

2. Dégradation de la D-sérine 

2.1  Dégradation par la D-amino acide oxydase 

2.1.1 Description  

 

La D-amino acide oxydase (DAAO) a été découverte en 1935 par Krebs qui fit 

l’observation que les acides aminés dextrogyres étaient désaminés plus vite que leurs 

isomères naturels à partir de reins de porc et d’homogénats de foie.  La DAAO est une 

enzyme dépendante du dinucléotide flavine adénine (FAD). Elle catalyse spécifiquement la 

déamination des D-amino acides. Cette déamination produit un α-kéto acide et de l’ammoniac 

avec une réduction concomitante de 2 électrons du cofacteur, la FAD. La DAAO est présente 

dans de nombreux organismes procaryotes et eucaryotes, allant de la levure aux mammifères. 

La DAAO de reins de cochon a été la première purifiée en 1973 tandis que la seconde l’a été 

Régulateurs positifs Régulateurs négatifs 

PLP 

Mg
2+

 

ATP 

GRIP 

PICK1 

Golga3 

Glycine 

L-aspartate 

NO 

PIP2 

L-lysine 

L-D cystéine 

PKC 
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14 ans plus tard chez la levure Rhodotorula gracilis (RgDAAO). Un peu plus tard, la DAAO 

a également été caractérisée chez une autre levure, la Trigonopsis variabilis (Pilone, 2000). 

La DAAO humaine a été isolée plus tardivement, en 1988 (Bergersen et al., 2012).  

 

2.1.2 Localisation 

 

La DAAO est fortement exprimée dans le foie et les reins de mammifères. La DAAO a été 

également identifiée dans le cerveau de souris et de rats où elle est principalement présente et 

active dans le tronc cérébral et le cervelet (Schell et al., 1995, Loss et al., 2012). De l’activité 

enzymatique a aussi été observée dans la matière grise du bulbe rachidien et de la moelle 

épinière thoracique. Il n’y a pas d’activité de la DAAO détectable dans le cortex et le striatum 

ni pendant le développement ni à l’âge adulte. Les quantités de D-sérine dans ces deux zones 

sont croissantes pendant le développement et se stabilisent à l’âge adulte. Au contraire, dans 

le cervelet, les concentrations de D-sérine augmentent jusqu’au douzième jour post-natal puis 

diminuent ensuite jusqu’à devenir faible à l’âge adulte. Ces concentrations sont inversement 

corrélées à l’activité de la DAAO qui est indétectable jusqu’au douzième jour puis augmente 

de façon drastique et atteint son maximum à l’âge adulte (Tableau 3, Wang and Zhu, 2003).  

 

 

 

Tableau 3 : Expression de la concentration de D-sérine (nmol/g de tissu frais) et de l’activité de la 

DAAO (mol/min/g de protéine) dans différentes structures du cerveau de souris à différents stades du 

développement postnatal (Wang and Zhu, 2003).  

 

Si l’on se base sur la détection de l’activité de la DAAO par des techniques 

histochimiques, elle est uniquement présente dans le tronc cérébral et le cervelet (Schell et al., 

1995, Loss et al., 2012). En revanche, par des techniques immunohistochimiques, elle est 

détectée en tant que protéine même si elle est inactive. Par ces techniques, la DAAO n’est pas 

uniquement détectée dans le tronc cérébral et le cervelet sur des coupes de cerveau de rats 
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mais elle est également présente dans de nombreuses structures du télencéphale et du 

diencéphale comme l’hippocampe, le cortex piriforme, les ganglions de la base, le thalamus et 

l’hypothalamus (Moreno et al., 1999). Des marquages de DAAO humaine sur coupes de 

cerveau récupéré post-mortem utilisant un anticorps primaire différent de ceux utilisés par 

d’autres équipes indiquent la présence de la DAAO dans le cervelet, l’hippocampe, la 

substance noire pars compacta et dans le cortex préfrontal dorso-latéral et confirme les 

résultats obtenus chez le rat (Verrall et al., 2007).  

Concernant son expression cellulaire, dans le cervelet et le tronc cérébral, pour les équipes 

détectant la DAAO par son activité, elle a une localisation uniquement astrocytaire (Arnold et 

al., 1979, Horiike et al., 1987). En revanche, par détection immunohistochimiques, Moreno et 

al. (1999) la détecte à la fois dans les neurones et les astrocytes tandis que Verrall et al. (2007) 

confirment sa localisation comme uniquement astrocytaire. L’équipe de M.P. Ceru localise la 

DAAO à la fois dans les neurones et dans les cellules gliales dans les diverses structures 

cérébrales à des concentrations différentes selon la structure (Moreno et al., 1999). En 

revanche, les marquages immunohistochimiques postmortem de la DAAO humaine utilisant 

un anticorps primaire différent indiquent un marquage uniquement neuronal dans le cortex 

préfrontal dorso-latéral tandis que dans l’hippocampe, la DAAO est fortement exprimée au 

niveau des neurones pyramidaux et plus faiblement dans la glie, tout comme dans la 

substance noire où elle  est fortement présente dans les neurones dopaminergiques (Verrall et 

al., 2007). 

Ces marquages montrent une localisation qui peut être à la fois astrocytaire et neuronale 

mais ils montrent également que la DAAO n’est pas seulement présente dans le cervelet et le 

tronc cérébral comme le laisse penser son activité. 

Il n’y a actuellement pas d’explication pour définir cette différence de localisation entre 

l’expression protéique et l’activité de la DAAO observée. La présence de DAAO dans les 

structures du télencéphale est contradictoire avec les résultats donnant une activité de la 

DAAO indétectable dans cette structure. Y a-t-il réellement de la DAAO dans le 

télencéphale ? Si oui, y a-t-il une raison pour avoir de la DAAO présente mais inactive ? Est-

ce que cette DAAO présente est réellement inactive ou juste indétectable par les méthodes 

utilisées ? 

 

 

2.2  Dégradation par la sérine racémase 

 

On a vu précédemment que le catabolisme de la D-sérine est réalisé principalement par la 

DAAO, en revanche cette enzyme a une activité indétectable dans le télencéphale.  Des souris 

avec une DAAO inactive ont des niveaux normaux de D-sérine dans le télencéphale, cela 

confirme que la DAAO ne joue pas un rôle dans le métabolisme de la D-sérine dans cette 

région (Hashimoto et al., 1993a). Ces résultats amènent à se poser la question : comment est 

dégradée la D-sérine dans le télencéphale ? Le candidat le plus probable est la sérine 

racémase. L’équipe de H. Wolosker a mis en évidence que cette dernière peut aussi dégrader 

la D-sérine par α, ȕ élimination in vitro (Foltyn et al., 2005). Ils ont remarqué qu’une part 

constante de D-sérine est éliminée par cette voie.  
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Ces résultats amènent plusieurs questions. Tout d’abord, comment peut-il y avoir une 

accumulation de D-sérine dans le cerveau si celle-ci est constamment dégradée par la sérine 

racémase ? Puis le point le plus important est, cette dégradation de la D-sérine par la sérine 

racémase est-elle confirmée in vivo ? Actuellement, seules des données in vitro sont 

disponibles.  

 

 

3. Les mécanismes de libération et de recapture de la D-sérine 

 

Que ce soit pour sa libération ou sa recapture, la D-sérine ne possède pas de transporteurs 

spécifiques connus. Cependant, les familles de transporteurs des petits amino acides neutres : 

Alanine-sérine-cystéine (Asc) et Alanine-Sérine-cystéine-Thréonine (ASCT), peuvent 

transporter la D-sérine. La famille Asc comprend plusieurs sous types, seul Asc-1 est présent 

dans le cerveau. Asc-1 transporte spécifiquement l’alanine, la sérine et la cystéine. Il est 

exprimé préférentiellement dans les neurones et est indépendant du sodium. Il possède une 

forte affinité pour la D-sérine avec un IC50 de 20μM (Fukasawa et al., 2000b, Nakauchi et 

al., 2000, Helboe et al., 2003). La famille ASCT comprend deux sous types présents dans le 

cerveau, ASCT1 et ASCT2. Cependant, ASCT1 ne transporte pas la D-sérine (Shafqat et al., 

1993). ASCT2 transporte spécifiquement l’alanine, la sérine, la cystéine et la thréonine et est 

dépendant du sodium (Utsunomiya-Tate et al., 1996). Il a une faible affinité pour la D-sérine, 

contrairement à Asc-1, son IC50 est de 1 mM et il possède une haute affinité pour la L-

glutamine et la L-asparagine.  L’expression cellulaire de ASCT2 n’est pas aussi claire que 

celle de Asc-1. L’ARNm de ASCT2 a été détecté dans des cultures d’astrocytes (Broer et al., 

1999, Deitmer et al., 2003) avec des évidences de son expression dans ceux-ci. Plus 

récemment Shao et al. (2009) ont réalisé des marquages immunohistochimiques sur des 

cultures d’astrocytes et de neurones. Ils ont trouvé  que les neurones et les astrocytes 

expriment ASCT2. L’équipe d’Anderson a réalisé des marquages immunohistochimiques sur 

tranche de cerveau et a identifié une colocalisation de ASCT2 avec MAP-2, un marqueur  des 

dendrites et du périkarion neuronal, impliquant également une localisation neuronale du 

transporteur. ASCT2 ne colocalise pas avec NeuN un marqueur nucléaire indiquant que 

ASCT2 n’est pas présent dans le corps cellulaire. En revanche, ASCT2 ne colocalise pas avec 

la GFAP ou S100ȕ des marqueurs spécifiques des astrocytes. Les auteurs avancent trois 

hypothèses pour expliquer cette différence de résultats avec la littérature et également entre 

les résultats trouvés in vitro (sur cultures de cellules) et in vivo. Premièrement ASCT2 n’est 

peut être présent que dans les astrocytes au stade embryonnaire et pendant le développement. 

Deuxièmement, les conditions de culture cellulaire peuvent influencer l’expression du 

transporteur. Il est peut être uniquement exprimé dans des astrocytes réactifs qui ne sont 

normalement pas exprimés dans un cerveau sain. Troisièmement, la présence d’ASCT2 est 

peut être limitée aux astrocytes considérés comme GFAP-négatif exprimant d’autres 

marqueurs comme NG2 ou aquaporine-4 (Gliddon et al., 2009). Concernant la rétine, ASCT2 

a été détecté dans les astrocytes (Dun et al., 2007). Actuellement la localisation d’ASCT2 

n’est toujours pas précisément connue. Contrairement à ce qui a été trouvé au départ, il serait 

donc soit uniquement neuronal, soit neuronal et glial.  
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3.1  La libération 

 

Une fois synthétisée, la D-sérine peut être libérée dans la fente synaptique ou dans 

l’espace extracellulaire par deux mécanismes principaux : l’exocytose et les transporteurs.  

 

3.1.1 Libération de la D-sérine par exocytose dépendante du calcium 

 

Les astrocytes peuvent libérer des transmetteurs appelés gliotransmetteurs par exocytose 

vésiculaire calcium dépendante.  Les principaux gliotransmetteurs identifiés sont le glutamate, 

l’ATP, l’adénosine et les cytokines (Volterra and Meldolesi, 2005). Plusieurs études sur 

culture d’astrocytes suggèrent que la D-sérine peut être libérée par une exocytose calcium 

dépendante (Mothet et al., 2005, Martineau et al., 2008). Cette libération vésiculaire par les 

astrocytes est confirmée sur tranches d’hippocampe par analyse des courants synaptiques, 

(Henneberger et al., 2010). Des données in vivo, sur tranches d’hippocampe de rats 

confirment la localisation de la D-sérine dans des vésicules observées in vitro par Martineau 

et al. (2008). La D-sérine est identifiée dans des microvésicules ressemblant aux vésicules 

synaptiques (SLMV) localisées dans les astrocytes périsynaptiques. Elles font 36 nm de 

diamètre, sont rondes, situées dans des groupes de 12 à 15 vésicules près de la membrane 

plasmique (Bergersen et al., 2012). Il a également été envisagé une libération vésiculaire 

neuronale de la D-sérine. Suite à une stimulation des neurones et en présence de bafilomycine 

A, un inhibiteur de V-ATPase, une libération de D-sérine a lieu, indiquant ainsi que cette 

libération n’est pas vésiculaire. De plus, des vésicules purifiées à partir de cortex cérébral ne 

contiennent pas de D-sérine dans des conditions optimales où elles se remplissent de 

glutamate (Kartvelishvily et al., 2006).  L’équipe de H. Wolosker confirme que les neurones 

ne peuvent pas libérer de D-sérine par exocytose (Rosenberg et al., 2010). Ces résultats 

montrent une libération vésiculaire de la D-sérine uniquement astrocytaire. 

 

3.1.2 Par les transporteurs 

 

La libération par exocytose dépendante du calcium n’est pas le seul moyen pour la D-

sérine d’être libérée. Les transporteurs de type ASC peuvent également libérer ce 

transmetteur. Des expériences sur cultures d’astrocytes montrent que de la D-sérine est libérée 

en réponse à l’incubation de petits acides aminés comme la L-sérine, L-thréonine ou L-

alanine suggérant l’existence d’un hétéro-échange réalisé par les transporteurs ASC (Ribeiro 

et al., 2002). Récemment, Rosenberg et al. (2010) et (2013) ont mis en évidence sur cultures 

de neurones, sur tranches corticales et in vivo que la D-sérine n’est pas libérée pas exocytose 

vésiculaire synaptique dans les neurones mais par le transporteur Asc-1.  

 

L’ensemble de ces résultats semble indiquer une libération exocytotique de la D-sérine 

pour les astrocytes et une libération par le transporteur Asc-1 pour les neurones. On peut 

également supposer aux vues des données une libération par les astrocytes liée à l’activité 

neuronale permise par la rapidité de la mobilisation vésiculaire et une libération par les 

transporteurs liée au maintien de la concentration basale de D-sérine. Ces hypothèses restent 
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encore à confirmer. On peut également s’interroger sur un rôle potentiel d’ASCT2 dans la 

libération de la D-sérine. 

 

 

3.2  La recapture 

 

La D-sérine présente dans l’espace extracellulaire peut être éliminée par les cellules 

environnantes. Le principal mécanisme envisagé pour cette élimination est la recapture. 

Ribeiro et al. (2002) ont montré que la D-sérine peut être éliminée de l’espace extracellulaire 

par des cultures d’astrocytes. La D-sérine ne possédant pas de transporteurs spécifiques, les 

transporteurs des petits acides aminés sont envisagés pour sa recapture. Les deux candidats les 

plus probables sont Asc-1 et ASCT2. Dans les conditions d’expérimentation de H. Wolosker, 

lorsque le sodium est remplacé par de la glycine, ils observent une forte diminution de la 

recapture. Cela indique qu’ASCT2 semble impliqué pour la recapture de la D-sérine 

contrairement à Asc-1. Des souris KO pour Asc-1présentent un déficit de la recapture de la D-

sérine, celle-ci n’est pas inexistante mais fortement diminuée. Pour les auteurs de ces travaux, 

Asc-1 est responsable de 70% de la recapture et un deuxième système de recapture est 

impliqué et semble posséder une faible affinité pour la D-sérine (Rutter et al., 2007). On peut 

supposer que ce transporteur à faible affinité est ASCT2.  

Concernant la recapture de la D-sérine, l’implication des transporteurs Asc-1 et ASCT2 a 

été montrée in vitro. Ces résultats restent à confirmer in vivo.  

 

 

4. Hypothèse d’une navette de D-sérine entre les neurones et les astrocytes 

 

L’équipe de H.Wolosker propose l’hypothèse d’une navette pour la D-sérine et la L-sérine 

entre les neurones et les astrocytes. La L-sérine est produite à partir du glucose dans les 

astrocytes puis libérée dans l’espace extracellulaire par le transporteur ASCT2. Elle est 

ensuite recaptée par les neurones par l’intermédiaire du transporteur Asc-1. Celle-ci va 

permettre la synthèse de la D-sérine par la sérine racémase au niveau neuronal. La sérine 

racémase peut également dégrader la L-sérine et la D-sérine en pyruvate + NH3 par α, ȕ 

élimination. La D-sérine produite va être libérée dans l’espace extracellulaire par l’hétéro-

échangeur Asc-1. Elle peut ensuite être recaptée par les astrocytes par l’intermédiaire 

d’ASCT2. Les astrocytes peuvent eux aussi libérer de la D-sérine par une exocytose 

dépendante du calcium. Dans ce concept, l’activation des récepteurs NMDA peut être faite 

par de la D-sérine provenant à la fois des neurones et des astrocytes (Wolosker, 2011, Figure 

4).   

Le schéma proposé par H.Wolosker repose sur des données obtenues in vitro ou sur 

tranches. Il serait maintenant intéressant de savoir ce qu’il en est in vivo, Asc-1 et ASCT2 

peuvent-ils libérer et/ou recapter la D-sérine ? Est-ce que la sérine racémase peut également 

dégrader la D-sérine in vivo ?  
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Figure 4 : La navette de la D-sérine et de la L-sérine entre les neurones et les astrocytes (Wolosker, 

2011). 

 

 

B. Les récepteurs de la D-sérine 

 
Actuellement, la D-sérine possède deux récepteurs connus, les récepteurs NMDA et 

Gluδ2. Jusqu’à récemment, le récepteur NMDA était identifié comme le seul récepteur de la 

D-sérine. Découvert en 1993, le récepteur gluδ2 a été identifié comme récepteur de la D-

sérine en 2007 (Naur et al., 2007).  

 

 

1. Le récepteur NMDA 

1.1 Description 

 

Le récepteur NMDA est un récepteur ionotropique au glutamate, tétramérique, 

composé de l’association de quatre sous unités. Dans le SNC des mammifères, un récepteur 

fonctionnel est généralement composé de deux sous unités NR1 et deux sous unités NR2. La 

sous unité NR1 possède huit isoformes distincts résultant de trois sites indépendants 

d’épissage alternatif. Il existe quatre sous unités NR2 (NR2A à D). Une sous unité NR est 

schématiquement composée de quatre domaines fonctionnels. Le premier est un domaine N-

terminal extracellulaire. Le second est le domaine de liaison à l’agoniste. Le troisième est 

formé de domaines transmembranaires constituant le canal du récepteur (M1à M4). Le 

quatrième et dernier est le domaine C-terminal. Le récepteur NMDA est perméable aux 

cations divalents comme le calcium et le zinc ainsi qu’au cation monovalent comme le 

sodium. Lorsque le récepteur est inactif, son canal est bloqué par un ion magnésium. Pour 

l’activation du récepteur, plusieurs conditions sont requises. La membrane plasmique doit être 
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dépolarisée pour permettre le déplacement de l’ion magnésium qui bloque le canal, et le 

glutamate et un de ses co-agoniste (la D-sérine ou la glycine) doivent être liés au récepteur. Le 

glutamate, l’agoniste principal du récepteur NMDA se fixe sur la sous unité NR2 tandis que 

les co-agonistes, D-sérine ou glycine, se fixent sur la sous unité NR1 (Martineau et al., 2006, 

Groc et al., 2009). Chaque sous unité possède un site pouvant influencer sa régulation. La 

sous unité NR2 contient un site d’inhibition occupé par l’ifenprodil ou par l’ion Zinc et la 

sous unité NR1 comprend un site de liaison pour les protons pouvant influencer son état 

d’oxydo-réduction (Figure 5, Martineau et al., 2006).  

 

 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique du récepteur NMDA.                                               

Le récepteur NMDA est composé d’un domaine N-terminal, d’un domaine transmembranaire, d’un 

domaine de liaison à l’agoniste : glutamate pour la sous unité NR2, D-sérine ou glycine pour la sous 

unité NR1, d’un domaine transmembranaire et d’un domaine C-terminal. Le domaine N-terminal 

comporte deux structures R1 et R2 contenant des sites de régulation du récepteur. La sous unité  NR2 

contient un site d’inhibition pour la fixation de l’ifenprodil ou de l’ion Zinc. La sous unité NR1 

comprend un site de liaison pour les protons pouvant influencer son état d’oxydo-réduction (Martineau 

et al., 2006).  

 

 

1.2  Expression des sous-unités 

 

Le récepteur NMDA composé de deux sous unités NR1 et de deux sous unités NR2A 

ou NR2B est majoritaire dans le SNC des mammifères. Cela peut s’expliquer par l’expression 
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majoritaire de ces sous unités. La sous unité NR1, la première clonée par Moriyoshi et al. 

(1991) est ubiquitaire. L’expression des sous unités NR2 n’est pas la même pendant le 

développement et à l’âge adulte. Le récepteur NMDA majoritaire composé des sous unités 

NR1 et NR2 va évoluer d’une composition tétramérique prédominante en sous unité NR2B 

pendant le développement à une composition contenant soit NR2A/NR2A, soit NR2B/NR2B, 

ou NR2A/NR2B à l’âge adulte (Groc et al., 2006). Pendant le stade embryonnaire, la sous 

unité NR2B est fortement exprimée dans la plupart des régions du cerveau tout comme la 

sous unité NR2D qui pour sa part est présente uniquement dans le diencéphale et le tronc 

cérébral. Les sous unités NR2A et NR2C apparaissent après la naissance. La sous unité NR2A 

est exprimée ubiquitairement tandis que la sous unité NR2C est prédominante dans le 

cervelet. A l’âge adulte, des sous unités NR2A et NR2C vont venir s’additionner aux sous 

unités NR2B et NR2D préexistantes et dans certains cas les remplacer comme par exemple 

dans le cervelet où la sous unité NR2C va remplacer la sous unité NR2B (Monyer et al., 1994, 

Cull-Candy et al., 2001).  

 

 

1.3  Localisation 

 

Le récepteur NMDA peut être classifié en trois catégories dépendantes en fonction de sa 

position à la surface de la membrane plasmique : a) synaptique b) périsynaptique c) 

extrasynaptique. Les récepteurs synaptiques répondent au glutamate libéré par les vésicules 

présynaptiques. Les récepteurs périsynaptiques sont également activés par le glutamate 

synaptique mais seulement lors d’une forte concentration de glutamate dans la fente 

synaptique. Lors de conditions physiologiques, les récepteurs extrasynaptiques ne sont pas 

activés par le glutamate synaptique mais par du glutamate provenant d’autres sources. 

Récemment, il a été montré que les récepteurs ne sont pas immobiles mais diffusent entre la 

région synaptique et extrasynaptique (Tovar and Westbrook, 2002, Groc and Choquet, 2006). 

La région périsynaptique peut contenir des récepteurs mobiles qui sont en transit à partir de la 

région postsynaptique ou extrasynaptique. En fonction de l’activité synaptique, lorsque celle-

ci est plus faible, les récepteurs sont sous régulés et l’ancrage au cytosquelette d’actine 

diminue, facilitant ainsi leur mobilité. Les récepteurs selon un processus de diffusion latérale 

passent de la région synaptique à extrasynaptique. Au niveau extrasynaptique se situe une 

zone d’endocytose où les récepteurs peuvent être dégradés ou recyclés. Lorsqu’ils sont 

recyclés et que l’activité synaptique augmente, les récepteurs vont être exocytés au niveau de 

la membrane extrasynaptique et vont pouvoir repartir par diffusion latérale jusqu’à la région 

périsynaptique puis synaptique (Figure 6).  
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Figure 6 : Modulation de la localisation des récepteurs NMDA à la membrane plasmique. Les 

récepteurs synaptiques sont ancrés par le cytosquelette d’actine (en jaune) à la densité post-synaptique. 

Lors d’une plus faible activité synaptique, ils diffusent en périsynaptique puis en extrasynaptique par 

diffusion latérale. Lorsqu’ils sont présents à la membrane périsynaptique ou extrasynaptique, ils sont 

ancrés au cytosquelette d’actine. Une fois présents en extrasynaptique, les récepteurs peuvent être 

endocytés pour être soit dégradés soit recyclés. Lorsqu’ils sont recyclés, ils sont exocytés en 

extrasynaptique par exemple en réponse à une plus forte activité synaptique et par diffusion latérale ils 

vont de nouveau en périsynaptique et à la densité post-synaptique. (Gladding and Raymond, 2011).  

 

 

La position du récepteur à la surface de la membrane plasmique est influencée par le sous 

type de la sous unité NR2. Avant la formation des synapses, pendant le développement, les 

récepteurs NMDA sont composés des sous unités NR1/NR2B. Une fois le développement 

synaptique terminé, la majorité des récepteurs NMDA fortement sensibles à l’ifenprodil, un 

antagoniste spécifique de la sous unité NR2B, sont situés en extrasynaptique. Les récepteurs 

NMDA synaptiques deviennent insensibles à l’ifenprodil à l’âge adulte indiquant une 

incorporation de la sous unité NR2A une fois les synapses devenues fonctionnelles (Tovar 

and Westbrook, 1999). L’inhibition de la sous unité NR2A empêche l’induction de la LTP 

contrairement à l’inhibition de la sous unité NR2B (Liu et al., 2004). Ce résultat est confirmé 
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chez des souris KO pour la sous unité NR2A présentant des déficits pour l’induction de la 

LTP (Townsend et al., 2003). L’application de Ro25-6981, un antagoniste de la sous unité 

NR2B, sur des tranches d’hippocampe de rats n’affecte pas les potentiels excitateurs post-

synaptiques. En revanche l’application de zinc libre, un inhibiteur allostérique spécifique de la 

sous unité NR2A agissant comme un antagoniste partiel, réduit fortement les courants 

excitateurs post-synaptiques de la synapse (Papouin et al., 2012). Ces études confirment la 

localisation synaptique de la sous unité NR2A et extrasynaptique de la sous unité NR2B. 

 

 

1.4  D-sérine ou glycine, y a-t-il un co-agoniste prédominant ? 

 

Pour être activé, le récepteur NMDA nécessite une dépolarisation de la membrane, la 

fixation de son agoniste principal le glutamate ainsi que la fixation d’un co-agoniste, la D-

sérine ou la glycine. Le site de fixation est communément appelé le « site glycine » car la 

glycine a été suggérée en premier comme le co-agoniste endogène du récepteur par 

Marksteiner et al. (1990). Schell et al. (1997) ont montré à l’aide de marquages 

immunohistochimiques que la D-sérine possède une distribution semblable à celle du 

récepteur NMDA, plus particulièrement à celle du sous type NR2A/B. La D-sérine et le 

récepteur NMDA sont fortement présents dans la matière grise et le télencéphale comme par 

exemple dans le cortex, l’hippocampe, le cortex piriforme ou l’amygdale. En revanche, le 

marquage de la glycine apparait dans des zones pauvres en récepteurs NMDA comme 

l’hypothalamus ou le rhombencéphale. Le bulbe olfactif contient à la fois de la D-sérine, de la 

glycine et des récepteurs NR2A/B. Ces résultats ont permis de considérer la D-sérine comme 

un co-agoniste endogène des récepteurs NMDA au même titre que la glycine (Figure 7). 

Des études par microdialyse ont également apporté des preuves indirectes indiquant 

que la D-sérine peut être considérée comme un co-agoniste endogène des récepteurs NMDA. 

Celles-ci ont montré que la concentration extracellulaire de D-serine est comparable à celle de 

la glycine dans plusieurs aires cérébrales (Hashimoto et al., 1995a) tandis que l’affinité des 

récepteurs NMDA pour la D-sérine est plus élevée que celle pour la glycine chez la souris 

(Matsui et al., 1995). Lorsqu’on regarde l’affinité de la D-sérine par rapport à celle de la 

glycine pour le récepteur NMDA humain, les résultats sont plus contrastés. La D-sérine a plus 

d’affinité pour le récepteur NMDA contenant une sous unité NR2A (EC50 de 0.22 pour la D-

sérine contre 0.53 μM pour la glycine) tandis que la glycine a plus d’affinité pour la sous 

unité NR2B (EC50  de 0.057 pour la glycine contre 0.15μM pour la D-sérine, Priestley et al., 

1995). Une étude sur tranches d’hippocampe indique que la D-sérine plutôt que la glycine est 

le principal agoniste du récepteur NMDA dans les aires cérébrales impliquées dans des 

processus mnésiques et particulièrement dans l’hippocampe (Mothet et al., 2000a). Plus 

récemment, Papouin et al. (2012) ont mis en évidence que les récepteurs NMDA synaptiques 

et extrasynaptiques ne sont pas activés par le même co-agoniste endogène. Leur travaux, sur 

tranche d’hippocampe de rat, montrent que la D-sérine est le co-agoniste endogène des 

récepteurs synaptiques tandis que la glycine est le co-agoniste endogène des récepteurs 

extrasynaptiques. Ils montrent également que les récepteurs synaptiques sont composés en 
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majorité de sous unité NR2A, confirmant ainsi les résultats de Priestley et al. (1995) obtenus 

pour des récepteurs humains sur culture de cellules.  

 

 

Figure 7 : Coupe de cerveau de rats à P21 avec un marquage spécifique de la D-sérine, du récepteur 

NR2A/B et de la glycine. Am: Amygdale; Cl: claustrum; Cx: cortex; EPL: couche du plexiforme 

externe; Hb : habenula; Hp : hippocampe; Hy : hypothalamus; PM : pons/medulla; Sn : substance 

noire; Sp : moëlle épi,ière; WM :  substance blanche; VNL : couche du nerf vomeronasal. (Schell et al., 

1997). 

 

 

Concernant l’occupation du site glycine/D-sérine en extrasynaptique, des 

contradictions sont fortement présentes. Les EC50 obtenus in vitro concernant l’affinité de la 

sous unité NR2B et donc le compartiment extrasynaptique sont surprenants (0.057 pour la 

glycine contre 0.15μM pour la D-sérine). Les concentrations de D-sérine obtenues in vivo par 

microdialyse sont de 5,75 μM dans le cortex préfrontal, 7,25 μM dans le striatum et 0,5 μM 

dans le cervelet pour Hashimoto et al. (1995a). Quelques années plus tard la concentration de 

D-sérine est évaluée à 8 μM dans le cortex et 5.8 μM dans le striatum (Ciriacks and Bowser, 

2004, Collombet et al., 2006b). Dans  notre laboratoire, la concentration de D-sérine 

extracellulaire, mesurée à l’aide de biocapteurs enzymatiques, est estimée à 2,3 μM dans le 

cortex frontal et 2,8 μM dans l’hippocampe (Pernot et al., 2012). Si l’on se réfère aux EC50, 
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toutes ces concentrations obtenues in vivo sont considérées comme saturantes. Pourtant les 

niveaux extracellulaires de D-sérine peuvent être augmentés par administration périphérique 

de D-sérine (Pernot et al., 2012) et cela peut provoquer l’amélioration de taches mnésiques 

(Zhang et al., 2008, Matsuda et al., 2010). Après ajout de BsGO qui dégrade spécifiquement 

la glycine, sur des tranches d’hippocampe, le courant tonique des récepteurs NMDA 

extrasynaptiques est diminué de 54,8% (Papouin et al., 2012). En tenant compte des mesures 

de D-sérine in vivo, on aurait donc un site doublement saturé en extrasynaptique et le 

récepteur devrait tout de même être saturé après dégradation de la glycine.  

Qui de la D-sérine ou de la glycine est nécessaire à l’activation des récepteurs NMDA, ce 

n’est pas si évident à déterminer que l’a montré Schell et al. (1997). Ce n’est pas parce que la 

D-sérine au niveau immunohistochimique est colocalisée avec les récepteurs NMDA NR2A/B 

contrairement à la glycine qu’elle est le co-agoniste prédominant du récepteur. Il apparait que 

les deux co-agonistes sont nécessaires de façon dépendante du type de sous unité du 

récepteur.  

 

 

2. Le récepteur Gluδ2 

 

Le récepteur δ2 au glutamate (Gluδ2) fait partie de la famille des récepteurs 

ionotropiques. Il a été isolé et cloné chez la souris et le rat par Lomeli et al. (1993) et Araki et 

al. (1993) respectivement. Le récepteur Gluδ2 est principalement exprimé dans les cellules de 

Purkinje du cervelet. Takayama et al. (1995) ont montré par microscopie électronique que ce 

récepteur se localise plus précisément dans les épines dendritiques des cellules de Purkinje. 

Des souris mutantes pour Gluδ2 présentent à la fois une dépression à long terme (LDT) 

déficitaire, une altération de la formation des synapses et un déficit dans la coordination 

motrice (Kashiwabuchi et al., 1995). Le récepteur Gluδ2 a longtemps été classifié comme 

récepteur orphelin car aucun des agonistes des récepteurs ionotropiques au glutamate testés 

n’induit d’activité ionique. Plus récemment, Naur et al. (2007) ont montré par cristallographie 

que le domaine de liaison au ligand se ferme lorsqu’il a lié la D-sérine et que des 

changements conformationnels interviennent modifiant la perméabilité aux ions. Kakegawa et 

al. (2011) se sont demandés si la non production de courant suite à la fixation de la D-sérine 

sur le récepteur n’était pas due au fait que les études ont été réalisées uniquement in vitro sur 

culture de cellules. Pour cela, ils ont réalisé leur étude in vivo, sur tranche de cervelet. Ils ont 

montré qu’un ajout de D-sérine exogène sur les tranches de cervelet immature induit une 

diminution de l’amplitude des EPSC au niveau des fibres parallèles en modulant le trafic des 

récepteurs AMPA post-synaptique par leur endocytose. L’activation des récepteurs Gluδ2 par 

la D-sérine exogène permet une induction de la LTD. Ils ont également montré que de la LTD 

est induite dans les tranches de cervelet immatures par libération de D-sérine endogène par la 

glie de Bergmann lors de l’augmentation de l’activité neuronale. Ces résultats ont lieu 

uniquement sur tranches de cervelet immature. Tous ces résultats démontrent que la D-sérine 

par fixation sur le récepteur Gluδ2 induit de la LTD et régule les fonctions du cervelet durant 

le développement précoce. Cette activation par la D-sérine est sûrement liée aux fortes 

concentrations transitoires de D-sérine dans le cervelet, permettant ainsi l’acquisition d’une 

coordination motrice et d’un apprentissage plus efficace pendant les périodes de 
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développement précoce. Le récepteur Gluδ2 possède un EC50 de 187 μM pour la D-sérine 

(Naur et al., 2007). De fortes concentrations de D-sérine sont donc nécessaires pour l’activer, 

environ 300 fois plus élevées que celles détectées in vivo chez le rat adulte (Hashimoto et al., 

1995a, Pernot et al., 2012).  

 

 

C. Implications physiologiques de la D-sérine 

 
La D-sérine est impliquée dans plusieurs processus physiologiques. Elle est tout d’abord 

indispensable au développement du système nerveux central mais également nécessaire pour 

la transmission synaptique et les processus mnésiques.  

 

 

1. Implication de la D-sérine dans le développement du système nerveux central 

 

La première indication d’un rôle de la D-sérine dans le développement du SNC a été la 

découverte de concentrations élevées de D-sérine chez le rat et l’homme pendant le 

développement embryonnaire et la période de développement postnatal (Hashimoto et al., 

1995a, Schell et al., 1997). Un pic de D-sérine est également observé dans du liquide céphalo 

rachidien humain pendant la période postnatale précoce (Horiike et al., 1987). Cette forte 

concentration de D-sérine coïncide avec une augmentation de l’activité des récepteurs NMDA 

(Verrall et al., 2007). Elle coïncide également avec une forte expression de la sérine racémase 

qui est exprimée dans le cervelet après la naissance pour ensuite disparaitre complètement à 

l’âge adulte (Wang and Zhu, 2003). Toutes ces observations impliquent la D-sérine dans le 

développement du système nerveux central et principalement dans celui du cervelet.  

 

1.1 Implication dans la migration neuronale et la synaptogénèse 

 

La D-sérine a donc une implication dans le développement du cervelet et plus 

particulièrement dans la synaptogénèse et la migration neuronale.  

Chez le rat, chaque cellule de Purkinje est innervée par plusieurs fibres grimpantes durant 

la première semaine après la naissance. Puis une élimination massive de la plupart des 

synapses a lieu. Entre 14 et 15 jours après la naissance, une seule fibre innerve chaque cellule 

de Purkinje. Ce processus fait partie du développement physiologique et assure une bonne 

connectivité entre les cellules. En 1992, Rabacchi et al. (1992) ont montré par des 

applications chroniques in vivo d’antagonistes des récepteurs NMDA que leur activation est 

une étape critique pour l’élimination des synapses pendant le développement du cervelet de 

rats. La migration des neurones immatures depuis leur lieu de naissance jusqu’à leur 

localisation finale est essentielle pour la formation de neurones normaux et de réseaux 

neuronaux fonctionnels. L’importance de la D-sérine a été mise en évidence dans la formation 

et l’élimination des synapses, dans la migration neuronale du cervelet en développement chez 

le rat (Schell et al., 1997). Des tranches de cervelet à P10 traitées avec de la DAAO ont leur 

transmission glutamatergique et la concentration de D-sérine diminuées. Il en résulte une 
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diminution de la migration des cellules granulaires d’environ 60%. Le traitement des mêmes 

tranches avec de la D-sérine restaure la migration. Les auteurs de ces travaux proposent un 

modèle pour expliquer la régulation de la migration des cellules granulaires du cervelet. Le 

glutamate active les récepteurs AMPA sur la glie de Bergmann induisant ainsi la 

phosphorylation et la dissociation du récepteur de la protéine GRIP. GRIP va ensuite se lier à 

la sérine racémase et l’activer. Cela entraine la synthèse de D-sérine qui va se joindre au 

glutamate pour activer le récepteur NMDA sur les cellules granulaires, libérant ainsi du 

calcium intracellulaire qui va faciliter la migration des cellules de la couche granulaire externe 

à la couche granulaire interne (Figure 8, Kim et al., 2005).  

 

Le rôle de la D-sérine dans le développement est principalement connu dans le cervelet.  

Une étude par spectrométrie de masse confirme la présence de la sérine racémase dans le 

noyau périréticulaire humain, une structure transitoire présente pendant le développement 

(Hepner et al., 2005). Le noyau périréticulaire est impliqué dans le guidage des fibres 

corticofugales et thalamocorticales lors du développement du système nerveux central (Ulfig 

et al., 2000). Ces résultats indiquent que la D-sérine peut également jouer un rôle dans le 

guidage des fibres et intervenir dans le développement d’autres structures que le cervelet.  

 

 

 

 

Figure 8 : Modèle de la régulation la migration des cellules granulaires du cervelet par la D-sérine et le 

glutamate (Kim et al., 2005).  

EGL: couche granulaire externe. IGL: couche granulaire interne. ML: couche intermédiaire SR: sérine 

racémase.  

 

 

2. Implication dans la transmission synaptique, dans l’apprentissage et la 

mémorisation 

 

La plasticité synaptique est la capacité qu’a la synapse de modifier sa réponse à un même 

stimulus au cours du temps. La potentialisation à long terme (LTP) est le renforcement de la 
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transmission du signal entre deux neurones activés simultanément. La LTP a été découverte 

en 1973 et est considérée comme l’un des principaux mécanismes cellulaires permettant 

l’apprentissage et la mémoire chez les vertébrés. Elle a été mise en évidence dans toutes les 

voies excitatrices de l’hippocampe mais également dans plusieurs autres régions du cerveau 

permettant la mémorisation (Bliss and Collingridge, 1993). Les propriétés de la LTP ont été 

prédites par le neurophysiologiste Donald Hebb (1949) bien avant sa découverte. Ces 

propriétés nécessaires à son induction sont l’associativité, la coopérativité et la spécificité. La 

LTP est persistante, d'une durée de plusieurs minutes à plusieurs mois et elle est dépendante 

des récepteurs NMDA. Au potentiel de repos, les récepteurs sont inactifs car le canal ionique 

est bloqué par un ion magnésium même en présence de glutamate. Une dépolarisation de la 

membrane est nécessaire en plus de la fixation du glutamate sur les récepteurs 

postsynaptiques pour expulser l’ion magnésium et ainsi activer les récepteurs NMDA. 

L’influx de calcium généré active des protéines kinases comme la calmoduline kinase II 

(CaMKII) ou des phosphatases générant une série de cascades biochimiques dans le neurone 

postsynaptique (Zhuo, 2009). 

 La D-sérine est nécessaire à l’activation des récepteurs NMDA, il semble donc naturel de 

lui envisager un rôle dans la transmission et la plasticité synaptique. Lorsque le niveau de D-

sérine endogène est réduit suite à l’application de DAAO sur des neurones d’hippocampe en 

culture, la transmission synaptique dépendante des récepteurs NMDA est réduite tandis que 

l’application de D-sérine restaure cette transmission (Mothet et al., 2000a). Un autre rôle dans 

la potentialisation à long terme a également été établi par Yang et al. (2003). Les auteurs ont 

montré que la D-sérine endogène est cruciale pour l’induction de la LTP sur des cultures de 

neurones et sur tranches d’hippocampe. Similairement, une étude sur cellules pyramidales de 

l’hippocampe démontre que l’induction de la LTP NMDA-dépendante dépend de la libération 

exocytotique de la D-sérine par un astrocyte proche de la synapse excitatrice stimulée. Une 

activité synaptique répétitive et transitoire augmente sa libération par la glie ainsi que le 

calcium présent dans les astrocytes. Ce travail montre que premièrement, la D-sérine est 

nécessaire à la LTP et que deuxièmement, elle est libérée par exocytose par les astrocytes 

(Henneberger et al., 2010). Des travaux sur souris KO confirment ces résultats. Chez ces 

souris où la concentration de D-sérine est réduite de 90%, un affaiblissement de la 

transmission NMDA et une diminution de la LTP sont observés (Basu et al., 2009). Des KO 

conditionnels pour la sérine racémase neuronale ont également une suppression de la LTP 

NMDA dépendante (Benneyworth et al., 2012). En revanche, des souris KO pour la D-amino 

acide oxydase ont leur concentration en D-sérine augmentée et une facilitation de la LTP au 

niveau de CA1 est observée (Maekawa et al., 2005).  

La D-sérine est également impliquée dans la dépression à long terme ou LTD. Zhang et al. 

(2008) ont montré que la D-sérine exogène régule la LTD dans la région CA1 de 

l’hippocampe. Les auteurs montrent également que sa libération endogène par les astrocytes 

est nécessaire à l’induction de la LTD.  La quantité de D-sérine libérée pendant la LTD est 

dépendante de l’intensité de stimulation. Ainsi, sa libération est directement reliée à l’activité 

neuronale.  

Le rôle de la D-sérine dans la LTP et la LTD l’implique donc dans les fonctions 

d’apprentissage et de mémorisation. Une étude récente de Vargas-Lopes et al. (2011) montre 

que des modifications de la phosphorylation de la sérine racémase par la PKC module le 
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niveau de D-sérine présent et ainsi influence la mémorisation. La mémoire spatiale est une 

des plus étudiées parmi les différents types de mémoire car elle est localisée dans 

l’hippocampe, zone privilégiée pour la mise en place de la LTP et LTD. Des expériences 

comportementales montrent que la D-sérine joue un rôle crucial dans la mémoire spatiale 

(Zhang et al., 2008). Les tests comportementaux montrent également que l’apprentissage 

spatial est meilleur chez les souris KO pour la DAAO comparé aux contrôles. En revanche, 

les souris KO pour la sérine racémase ont un déficit de la mémoire spatiale (Maekawa et al., 

2005, Basu et al., 2009). Ces souris ont également leur mémoire de  reconnaissance d’objet 

perturbée (DeVito et al., 2011). La D-sérine est également impliquée dans un troisième type 

de mémorisation, la reconnaissance d’un nouvel objet par exemple.  Des souris recevant une 

injection quotidienne de D-sérine augmentent leur reconnaissance des objets à long terme 

ainsi que leur performance dans le labyrinthe en T (Bado et al., 2011).  

La D-sérine est également impliquée dans un autre type de mémorisation : la mémoire 

d’extinction de la peur. Cela consiste à l’extinction des réponses apprises dans un contexte de 

peur. Matsuda et al. (2010) ont montré que la D-sérine peut augmenter l’extinction de la peur 

par phosphorylation de ERK dans l’hippocampe et dans l’amygdale basolatérale en 

consolidant et/ou en conservant la mémoire d’extinction de la peur. Des souris KO pour la 

DAAO présentant une augmentation des niveaux de D-sérine dans le cerveau, montrent une 

augmentation de l’inversion de la mémoire et une extinction de l’apprentissage dans le 

labyrinthe de Morris ainsi qu’une extinction de la peur conditionnée au contexte. 

L’administration de D-cyclosérine, un agoniste partiel des récepteurs NMDA se liant au site 

glycine/D-sérine, facilite l’extinction de la peur chez le rat (Collombet et al., 2006a) et chez 

des patients en complément de psychothérapies (Liang et al., 2007).  

Ces résultats confirment ainsi l’importance de la D-sérine dans les processus 

d’apprentissage et de mémorisation. Ces différents types de mémoire sont altérés dans de 

nombreuses pathologies. L’implication de la D-sérine dans les processus d’extinction ouvre 

de nouvelles pistes de traitement pour les troubles anxieux par exemple.   

 

 

3. Implication dans l’apoptose 

 

L’apoptose est un processus pouvant être à la fois physiologique pendant le 

développement, on parle alors de mort cellulaire programmée mais également pathologique 

comme par exemple lorsqu’elle est excessive dans les maladies neurodégénératives. 

Concernant l’apoptose physiologique, elle joue un rôle important pendant la première semaine 

du développement du cervelet. Au cours de leur migration postnatale, les neurones granulaires 

du cervelet nécessitent des stimulations glutamatergiques excitatrices pour se différencier de 

façon appropriée. Si ils ne reçoivent pas ces stimulations, ils meurent par apoptose (Burgoyne 

and Cambray-Deakin, 1988). La sérine racémase a été identifiée récemment comme un acteur 

crucial de l’apoptose des neurones granulaires du cervelet. Elle intervient lors de deux étapes 

de l’apoptose. Premièrement, durant la phase précoce de l’apoptose, la sérine racémase est 

sous régulée par l’intermédiaire de système ubiquitine protéasome et JNKs et il en résulte une 

diminution de la concentration de D-sérine. L’administration de D-sérine ou la surexpression 

de la sérine racémase inhibe l’apoptose tandis que la suppression de son activité exacerbe 
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l’apoptose. Les auteurs relient cette protection, due à une forte concentration de D-sérine, à 

celle existante pour les récepteurs NMDA médiée par l’inhibition de l’activation des caspases 

3 (Hardingham and Bading, 2010). Deuxièmement, elle intervient durant la phase tardive de 

l’apoptose pendant laquelle le niveau de sérine racémase augmente et contribue à la mort des 

derniers neurones restants. L’hypothèse avancée est que l’augmentation de la sérine racémase 

est le dernier effort réalisé par les neurones pour empêcher l’apoptose bien que celle-ci soit 

enclenchée (Esposito et al., 2012).  

Ces résultats montrent que la sérine racémase et la D-sérine sont impliquées dans un 

processus d’apoptose physiologique. Une dérégulation du métabolisme de la sérine racémase 

et/ou de la D-sérine peut être envisagée dans des pathologies neurodégénératives où il y a une 

exacerbation de l’apoptose.  

 

 

4. Implication dans le vieillissement 

 

Le vieillissement physiologique du cerveau est généralement accompagné de déficits 

cognitifs en particulier de la mémoire et de l’apprentissage (Driscoll et al., 2003, Rosenzweig 

and Barnes, 2003). Le vieillissement normal n’est pas accompagné d’une perte significative 

de neurones. Une des premières études réalisées ne trouve pas de différence de concentration 

significative de la D-sérine chez des rats âgés de 86 semaines (Hashimoto et al., 1993b). Un 

modèle génétique de sénescence accélérée est utilisé pour étudier les modifications dues à 

l’âge. Ces souris appelées SAMP8 (Senescence Accelerated Mice Prone8) présentent un 

raccourcissement de leur durée de vie et montrent des manifestations précoces de signes de 

sénescences comme une détérioration de l’apprentissage et de la mémoire. Une première 

étude suggère que les sites de liaison de la D-sérine sont diminués chez ces souris tandis que 

la concentration de D-sérine n’est pas modifiée (Nagata et al., 1998). Quelques années plus 

tard, une autre étude montre que ces souris possèdent un déficit dans l’induction de la LTP. 

Contrairement à l’étude précédente, les auteurs émettent l’hypothèse que ce déficit est dû à 

une diminution des niveaux de D-sérine (Yang et al., 2005). L’équipe de J.M. Billard, à l’aide 

de mesures effectuées par HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) révèle que le 

niveau de D-sérine dans l’hippocampe est drastiquement diminué chez des rats âgés comparés 

à de jeunes rats (3,4 ±1 nmol/mg contre 16 ± 3.1 nmol/mg de protéine respectivement) tandis 

que le niveau de L-sérine est légèrement augmenté. Ainsi le ratio D/L sérine est fortement 

diminué chez les rats âgés, 0.06 contre 0.42 chez les jeunes rats. Des analyses par RT-PCR et 

western blot semi quantitatif montrent une forte diminution de l’ARNm et de l’expression 

protéique de la sérine racémase dans l’hippocampe des rats âgés. Bien que l’ARNm de la 

DAAO soit légèrement diminué, aucune modification de l’expression protéique n’est 

observée. Des altérations dans le métabolisme de la D-sérine sont donc observées chez le rat 

âgé et reliées à une diminution des capacités de mémorisations et de potentialisation à long 

terme (Mothet et al., 2006). Junjaud et al. (2006) mesurent également une diminution des 

niveaux de D-sérine dans le tissu hippocampal chez des rats âgés. 

La diminution d’ARNm et protéique de la sérine racémase et par conséquent de la 

concentration de D-sérine est observée uniquement dans l’hippocampe tandis que le cortex et 

le cervelet ne sont pas touchés bien qu’une diminution des fonctions cognitives du cortex 



Introduction générale 

 

49 

 

préfrontal comme la mémoire de travail a également lieu pendant le vieillissement. Cela 

suggère une altération de cibles différentes et spécifiques selon la zone du cerveau lors du 

vieillissement. Cette forte diminution de la quantité de D-sérine trouvée par l’équipe de J.M. 

Billard contredit les premières études qui ne mesuraient pas de modification. Le fait que la 

diminution de la concentration de D-sérine soit restreinte à l’hippocampe peut expliquer la 

divergence de résultats car l’étude de Hashimoto et al. (1993b) a été réalisée sur extraits de 

cerveaux entiers (Potier et al., 2010, Turpin et al., 2011). 

Récemment, Haxaire et al. (2012) ont montré que cette altération dans  la synthèse de 

la D-sérine par la sérine racémase ainsi que sa diminution de concentration peuvent être 

restaurée par un traitement chronique de N-acétyl-L-cystéine (L-NAC) chez les rats âgés. 

Chez ces rats, le stress oxydant responsable de l’accumulation de radicaux libres contribuant à 

des déficits de la mémorisation est diminué. Cette étude relie directement les altérations 

observées dans le métabolisme de la D-sérine et le stress oxydant responsable de nombreuses 

modifications durant le vieillissement, la sérine racémase étant identifiée comme une cible 

principale pour les effets délétères du stress oxydant lié à l’âge. 

Selon la souche de rats utilisés, les résultats trouvés peuvent différer. Contrairement 

aux autres souches de rats telles que Wistar ou Sprague-Dawley, la souche de rats Lou/C/Jall 

est considérée comme un modèle de vieillissement sain car elle ne présente pas d’altération de 

la mémoire. Bien que les rats Lou/C/Jall possèdent une réduction significative de l’expression 

des récepteurs NMDA, ils n’ont aucune modification de l’expression de la sérine racémase et 

de la concentration de D-sérine. Ces résultats renforcent les résultats trouvés chez les autres 

souches de rats montrant une relation entre un déficit de l’expression de la sérine racémase et 

des altérations dans les processus de mémorisation (Turpin et al., 2011).  

La différence d’altération observée selon la souche de rat représente deux types de 

vieillissement tous deux considérés comme vieillissement physiologique, avec ou sans 

déficits mnésiques. On peut tout de même se demander si les déficits mnésiques sont 

réellement physiologiques ou est ce qu’on peut les considérer comme pathologiques ? Cela 

montre notamment qu’il est important de tenir compte de cette variabilité et de ne pas oublier 

qu’elle pourrait refléter la diversité présente dans la population humaine.  

 

 

D. Implications pathologiques de la D-sérine 

 
Une des différences majeures entre le vieillissement normal et le vieillissement 

pathologique est la perte de neurone. De nombreuses pathologies neurodégénératives 

apparaissent plus fréquemment lors du vieillissement. La D-sérine n’est pas seulement un 

transmetteur impliqué dans des fonctions physiologiques, elle est également impliquée dans 

plusieurs de ces pathologies neurodégénératives où sa concentration se trouve augmentée. La 

D-sérine se trouve également impliquée dans une maladie psychiatrique, la schizophrénie, 

apparaissant quant à elle à l’adolescence, et caractérisée par une diminution de concentration 

de D-sérine.  
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1. L’excitotoxicité 

 

Le glutamate est le principal acide aminé excitateur du système nerveux central des 

mammifères. Plus de 50% des neurones sont glutamatergiques. Il est impliqué dans de 

nombreuses fonctions physiologiques comme la mémoire, l’apprentissage, la cognition mais 

aussi le développement du système nerveux central comme le développement et l’élimination 

des synapses, la migration cellulaire. Il est également impliqué dans de nombreuses 

pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, de Parkinson, la sclérose 

latérale amyotrophique. Le glutamate peut se fixer sur deux grandes classes de récepteurs : 1) 

les récepteurs ionotropiques comme le récepteurs NMDA, kainate et AMPA. 2) les récepteurs 

métabotropiques couplés à des protéines G (Salinska et al., 2005).  

En 1957, les effets toxiques du glutamate ont été décrits pour la première fois. Une 

dégénération a été observée dans les couches internes de la rétine chez des souriceaux après 

une injection sous cutanée de glutamate (Lucas and Newhouse, 1957). Le concept 

d’excitotoxicité a été proposé en premier par le Dr Olney en 1969 comme un effet toxique dû 

à l’activation excessive ou prolongée des récepteurs par des acides aminés excitateurs (Olney, 

1969). Choi (1987) a identifié l’entrée de calcium comme un processus clé de l’excitotoxicité 

et a désigné les récepteurs NMDA comme la source primaire de cet influx toxique de calcium.        

 

1.1 Mécanismes de l’excitotoxicité 

 

Les mécanismes intracellulaires responsables de l’excitotoxicité ont été en partie 

identifiés. L’excitotoxicité n’aboutit pas à une voie unique de mort neuronale. Mais elle peut 

produire une apoptose, une nécrose ou une autophagie (Golstein and Kroemer, 2007, Shacka 

et al., 2007). L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un ensemble de processus 

morphologiques aboutissant à une autodestruction cellulaire contrôlée. Elle est caractérisée 

par la formation de protubérances membranaires, une perte de volume cellulaire, une 

condensation de la chromatine et une fragmentation de l’ADN, une inversion des feuillets 

membranaires avec externalisation des phosphatidylsérines sans perte de l’intégrité 

membranaire, une protéolyse contrôlée et enfin par la formation de corps apoptotiques et 

phagocytose par les macrophages sans réaction inflammatoire (Cardoso et al., 2008, Morales-

Garcia et al., 2009). La nécrose, longtemps considérée comme non contrôlée, est de plus en 

plus envisagée également comme un mode de mort cellulaire régulée. Elle est caractérisée par 

un gonflement cellulaire, une perte de l’intégrité membranaire, une libération du contenu 

cellulaire, une lyse de la chromatine, une phagocytose tardive et contrairement à l’apoptose, 

elle est accompagnée de phénomènes inflammatoires (Golstein and Kroemer, 2007, Cardoso 

et al., 2008). L’autophagie, pour sa part, est utilisée par les cellules pour recycler ses 

composants mais également comme voie de mort cellulaire. Elle est définie par une 

vacuolisation du cytoplasme et la formation de vésicules autophagiques (Nicoletti et al., 

2008). L’activation des récepteurs NMDA par des excitotoxines peut activer des voies 

différentes mais toutes liées entre elles et conduisant au même résultat, la mort neuronale. 

Tout d’abord, les mouvements d’ions sont au centre des processus excitotoxiques, 

particulièrement les flux de calcium. Une activation prolongée des récepteurs 
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glutamatergiques conduit à une surcharge de Ca
2+

 et de Na
+
 dans les neurones 

postsynaptiques (Sattler et al., 1998). Les modifications suivant l’entrée de calcium après une 

application de glutamate ont été élucidées par Randall and Thayer (1992). Trois phases 

distinctes de modification de la concentration intracellulaire de calcium ont lieu dans des 

cultures de neurones d’hippocampe. La première est une phase d’augmentation de la 

concentration intracellulaire durant 5 à 10 minutes. La seconde est une phase latente de 2 

heures avec des concentrations normales de calcium. La troisième et dernière phase est une 

phase d’augmentation graduelle soutenue associée avec la mort des cellules.  Cette surcharge 

de calcium peut également déclencher une libération persistante de calcium par les 

mitochondries et activer des fonctions délétères pour les cellules comme une dysfonction 

mitochondriale, une activation de la nitric oxide synthase (NOS) ou une activation des 

protéases sensibles au calcium (Lau and Tymianski, 2010). Les mouvements de chlore sont 

aussi un composant central de l’excitotoxicité aiguë. Une dépolarisation excessive de la 

membrane postsynaptique peut entrainer un déséquilibre osmotique qui est contré par un 

influx de Cl
-
, Na

+
 et eau et éventuellement d’une lyse de la cellule. Le Na-K-Cl isoforme 

transporter 1 (NKCC1) contribue également aux mouvements de chlore pendant 

l’excitotoxicité (Russell, 2000). Ces modifications des mouvements ioniques entrainent des 

dysfonctionnements dans plusieurs organelles cellulaires comme les mitochondries, le 

réticulum endoplasmique ou les lysosomes. 

Les mitochondries peuvent donc voir leur fonctionnement altéré. L’application de 

NMDA sur des cultures de cellules granulaires de cervelet génère une augmentation 

proportionnelle à la dose appliquée d’ions superoxide par les mitochondries (Lafon-Cazal et 

al., 1993). Reynolds and Hastings (1995) ont observé, à partir de cultures corticales, une 

augmentation des radicaux libres produits par la mitochondrie suite à l’application de NMDA 

et proposé que cette production soit reliée à l’entrée de calcium dans les cellules. La 

surpression de calcium extracellulaire atténue la production de radicaux libres en réponse à 

l’application de NMDA sur cultures de cellules corticales (Dugan et al., 1995).  

Des perturbations du réticulum endoplasmique peuvent être également présentes. 

Plusieurs études suggèrent qu’un excès de calcium intracellulaire et une production excessive 

de NO conduisent à une déplétion du calcium dans le réticulum endoplasmique et donc à un 

stress. Le NO induit la S-nitrosylation de la protéine disulphide isomérase, une enzyme qui 

empêche l’accumulation de protéines et permet leur maturation et leur transport et protège de 

la neurotoxicité. La S-nitrosylation diminue l’activité de la disulphide isomerase et provoque 

un stress au niveau du réticulum endoplasmique (Uehara et al., 2006).  

Les lysosomes contiennent les enzymes nécessaires à la digestion intracellulaire. Une 

libération incontrôlée du contenu des lysosomes dans le cytoplasme conduit à la mort 

cellulaire par nécrose. Des protéines lysosomales comme la cathepsine E sont augmentées 

dans l’excitotoxicité (Tominaga et al., 1998).  L’autophagie est un processus par lequel les 

organelles cytoplasmiques et les protéines à longue vie sont délivrées aux lysosomes pour être 

dégradés. L’apoptose et l’autophagie sont liées. L’apoptose est accompagnée dans sa phase 

précoce par une augmentation des compartiments lysosomaux (Gonzalez-Polo et al., 2005, 

Turk and Turk, 2009). La mort neuronale par autophagie et par apoptose sont activées dans 

l’excitotoxicité (Wang et al., 2008) impliquant ainsi les lysosomes.  
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Ces dysfonctionnements présents dans plusieurs organelles de la cellule conduisent à des 

altérations dans les voies de signalisation intracellulaire.   

La voie de production du monoxyde d’azote (NO) est également impliquée dans 

l’excitotoxicité (Dawson et al., 1991). La nNOS, un des isoformes de l’enzymes de synthèse 

du NO, a été identifiée comme responsable de la production de NO impliqué dans la 

neurodégénérescence excitotoxique grâce à des souris KO pour la nNOS (Dawson et al., 

1996). Dans cet article, un modèle est proposé pour l’activation de la nNOS. Les récepteurs 

NMDA lient la sous unité PSD95 par le domaine PDZ-1 du domaine C-terminal de leur sous 

unité NR2B, et la PSD95 lie elle-même la nNOS par le domaine PDZ-2 de son domaine N-

terminal. La NOS est ainsi maintenue à proximité des récepteurs NMDA et est exposée 

directement à l’influx de calcium provoqué par l’activation de ces récepteurs. Le NO peut 

également interagir avec l’ion superoxyde pour former du peroxynitrite. Celui-ci peut causer 

la nitration et l’oxydation des protéines, la peroxydation des lipides et des dommages directs 

de l’ADN (Radi et al., 1991a, b).  

La formation de radicaux libres par la mitochondrie produit du stress oxydant. Celui-ci 

est un déséquilibre entre la production d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) et le niveau 

d’antioxydant, cela a pour conséquence de faire dysfonctionner la mitochondrie dans laquelle 

le NO a plusieurs cibles: la chaine de transport des électrons, les enzymes du cycle des acides 

tricarboxyliques, les cardiolipines, les phospholipides spécifiques de la mitochondrie et 

l’ADN (Chaturvedi and Beal, 2008).  

Des protéases sont activées notamment les calpaines, des protéases dépendantes du 

calcium, ou les caspases (Takano et al., 2005). Le facteur d’induction de l’apoptose (AIF) est 

localisé dans l’espace intermembranaire des mitochondries en condition physiologique. Lors 

de l’excitotoxicité, les calpaines induisent la libération du facteur AIF par la mitochondrie et 

ainsi l’activation de l’apoptose (Polster et al., 2005). Les calpaines peuvent aussi couper des 

protéines de régulation de l’apoptose comme Bax (Gao and Dou, 2000) ou Bid (Mandic et al., 

2002). La voie de mort dépendante des caspases est activée par la libération de cytochrome c 

par la mitochondrie. Lors de l’excitotoxicité, la perméabilité de la mitochondrie est modifiée 

et permet la libération de cytochrome c (Mattson, 2003).  

Des facteurs de transcription tels que le Nuclear Factor-kappaB (NF-țB) sont associés à 

l’excitotoxicité (Qin et al., 1998). La stimulation des récepteurs NMDA active NF-țB qui a 

un rôle pro-apoptotique par la dégradation de son inhibiteur IțB-α (Qin et al., 2001). Le 

facteur de transcription Forkhead box protein O (FOXO) est également activé tout comme 

p53. Ces facteurs de transcription activent des gènes pro-apoptotiques comme Bim, FOXO1, 

Bid, Apaf1 ou Bax (Vousden, 2000, Dick and Bading, 2010).  

Tous ces mécanismes aboutissent à la mort neuronale (figure 9). De nombreuses 

pathologies neurodégénératives sont concernées par la présence de cette mort neuronale par 

excitotoxicité. 
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Figure 9 : Schéma récapitulatif des mécanismes de l’excitotoxicité. De nombreuses organelles et protéines sont 

impliquées dans les voies menant à la mort des neurones par suractivation des récepteurs au glutamate. Cette 

mort neuronale excessive conduit à de nombreuses pathologies neurodégénératives (Wang and Qin, 2010).  

 

 

 

1.2 L’excitotoxicité est-elle déclenchée par l’implication préférentielle des 

récepteurs NMDA synaptiques ou extrasynaptiques ?  

 

Le sous type de la sous unité n’influence pas seulement la localisation du récepteur 

NMDA mais également ses propriétés fonctionnelles. Les propriétés pharmacologiques et 

électrophysiologiques sont aussi différentes et couplées à des voies de signalisation 

différentes.  

Des essais cliniques avec administration d’antagonistes des récepteurs NMDA chez des 

humains ayant subi un traumatisme crânien ont été testés pour prévenir la mort neuronale et 

conférer une neuroprotection. L’administration d’antagoniste des récepteurs NMDA s’est 

révélée inefficace. Ikonomidou and Turski (2002) ont émis l’hypothèse que le glutamate peut 

être augmenté et être neurotoxique dans la phase aiguë suivant le traumatisme crânien ou 
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l’ischémie. En revanche, après cette période, le glutamate reprend ses fonctions normales et 

favorise la survie neuronale. Cette hypothèse est basée sur les observations que 

l’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA entre 1h et 7h après le traumatisme est 

nuisible tandis que l’administration des antagonistes est protectrice lorsqu’ils sont donnés 

avant le traumatisme (Ikonomidou et al., 2000). Une autre étude a montré qu’un traitement à 

base d’antagonistes des récepteurs NMDA donné en retard supprime la neurogénèse ayant 

lieu après une ischémie cérébrale dans l’hippocampe (Arvidsson et al., 2001). Le glutamate  

pourrait donc à la fois induire la mort neuronale par excitotoxicité immédiatement après le 

traumatisme et faciliter la réparation dans un délai un peu plus long (Ikonomidou and Turski, 

2002).  

Hardingham et al. (2002) se sont intéressés aux gènes régulés par la transmission 

synaptique glutamatergique. Ils ont montré qu’une stimulation de l’activité synaptique et des 

récepteurs NMDA synaptiques active la protéine CREB (cAMP response element-binding 

protein) et ses cibles. CREB est un facteur de transcription régulant notamment la 

transcription du BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor) qui favorise la survie des 

neurones  (Montminy and Bilezikjian, 1987). Leurs résultats mettent en évidence que les 

récepteurs NMDA extrasynaptiques sont couplés à une voie d’inactivation de CREB et donc 

favorise la mort neuronale. Ils suggèrent deux voies de fonctionnement distinctes pour les 

récepteurs synaptiques et extrasynaptiques. Leveille et al. (2008) confirment ces deux voies 

de fonctionnement sur des cultures de neurones corticaux de souris. Ils montrent que 

l’activation des récepteurs synaptiques et extrasynaptiques produit dans les deux cas une 

augmentation de calcium intracellulaire mais que les voies de signalisation activées en aval 

sont différentes. L’augmentation de calcium intracellulaire n’est pas neurotoxique lorsqu’elle 

provient de l’activation des récepteurs synaptiques, en revanche elle conduit à la mort 

neuronale lorsqu’elle provient des récepteurs extrasynaptiques.  

Cette dualité du récepteur NMDA influencé par sa localisation est appelée le paradoxe 

NMDA. Une hypoactivation des récepteurs NMDA synaptiques est délétère pour les 

neurones. Une augmentation de l’activité de ces récepteurs déclenche l’activation de voies de 

signalisation neuroprotectrices et engendre la survie neuronale. En revanche, la faible 

activation des récepteurs extrasynaptiques n’a pas de conséquences pour les neurones tandis 

qu’une forte activation engendre des voies de signalisation excitotoxiques (figure 10, 

Hardingham and Bading, 2010).  

L’activation des récepteurs NMDA synaptiques engendre l’expression des gènes anti-

apoptotiques, des signaux de survie, des systèmes antioxydants (glutathione), le système 

thioredoxine/peroxiredoxine et l’expression des gènes activant la survie (Papadia et al., 2008, 

Lau and Bading, 2009, Leveille et al., 2010). En même temps, l’expression des gènes pro-

apoptotiques est inhibée (Dick and Bading, 2010). Il en résulte des effets anti-apoptotiques et 

une augmentation des défenses antioxydantes ainsi qu’un fonctionnement mitochondrial 

physiologique. Tout cela conduit à la survie des neurones (figure 11, Hardingham and Bading, 

2010).   
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Figure 10 : Schéma des effets opposés des récepteurs NMDA. 

Une forte activation des récepteurs NMDA synaptiques favorise la survie des neurones. En revanche 

une forte activation des récepteurs NMDA extrasynaptiques engendre la mort des neurones. Une sous 

activation des récepteurs synaptiques est également délétère pour les neurones tandis qu’une faible 

activation des récepteurs extrasynaptiques n’a pas de conséquence pour les neurones. (D'après 

Hardingham and Bading, 2010).  

 

 

 

Figure 11 : Les voies de neuroprotection activées par les récepteurs NMDA synaptiques (Hardingham 

and Bading, 2010).  
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 L’activation des récepteurs NMDA extrasynaptiques active le facteur de transcription 

FOXO qui va activer des voies de signalisation pro-apoptotiques (Dick and Bading, 2010). Le 

potentiel de membrane des mitochondries est perturbé (Leveille et al., 2008). La protéine 

Jacob est activée et va inhiber la voie de signalisation de CREB (Dieterich et al., 2008). Les 

calpaines sont également activées et vont inhiber la protéine STEP qui est elle-même une 

inhibitrice de p38 qui est pro-apoptotique (Kawasaki et al., 1997, Xu et al., 2009). 

L’activation de ERK1/2 est également inhibée (Ivanov et al., 2006, Leveille et al., 2008). 

Ainsi l’activation des récepteurs extrasynaptiques conduit à l’apoptose (figure 12, 

Hardingham and Bading, 2010).  

 

 

Figure 12 : Schéma des voies de signalisation activées et inhibées par l’activation des récepteurs 

NMDA extrasynaptiques (Hardingham and Bading, 2010).  

   

 

Récemment, Papouin et al. (2012) ont émis une toute autre hypothèse concernant l’origine 

de l’excitotoxicité. Ils montrent que la D-sérine est le co-agoniste impliqué dans 

l’excitotoxicité. La D-sérine est également le co-agoniste endogène des récepteurs 

synaptiques. Les auteurs concluent de ces résultats que l’excitotoxicité est médiée par les 

récepteurs synaptiques. Ce résultat est surprenant car il contredit les recherches sur la dualité 

des récepteurs NMDA de ces dernières années. Une autre équipe a également démontré que 

l’activation des récepteurs synaptiques sur cultures de cellules en condition hypoxiques induit 

de la mort neuronale excitotoxique (Wroge et al., 2012).  

 

 

1.3 Antagonistes 

 

L’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA chez les humains suite à un 

traumatisme crânien s’est révélée inefficace (Ikonomidou and Turski, 2002). Ces 
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antagonistes, tel que le MK-801, confèrent une neuroprotection dans un premier temps puis 

exacerbent l’excitotoxicité dans un second temps (Pohl et al., 1999). Suite aux études 

montrant le paradoxe du récepteur NMDA, des équipes se sont intéressées à la stratégie 

consistant à utiliser des antagonistes spécifiques des récepteurs extrasynaptiques pour bloquer 

uniquement l’excitotoxicité.   

La mémantine est un des antagonistes des récepteurs NMDA extrasynaptiques le plus 

étudié. La mémantine est un dérivé de l’amantadine, un puissant antigrippal synthétisé pour la 

première fois en 1968. A l’origine, elle a été utilisée comme traitement chez des patients 

parkinsoniens. Il a été montré qu’en réalité elle n’est ni dopaminergique ni anticholinergique 

mais qu’elle est un antagoniste des récepteurs NMDA (Chen et al., 1992, Pellegrini and 

Lipton, 1993). Elle se lie sur ou à côté du site de fixation du magnésium sur les récepteurs 

NMDA (Chen and Lipton, 1997) et agit comme un bloqueur des récepteurs NMDA activés en 

présence de concentrations élevées et prolongées de glutamate. En revanche, elle est inactive 

lorsque les concentrations de glutamate sont élevées pendant quelques millisecondes comme 

lors de la transmission synaptique (Chen et al., 1998). La mémantine bloque de préférence les 

récepteurs extrasynaptiques activés (Leveille et al., 2008, Okamoto et al., 2009, Xia et al., 

2010).  

De nombreuses équipes ont démontré son efficacité in vitro et in vivo dans le traitement 

de maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer (Bordji et al., 2010), la 

maladie de Huntington (Milnerwood et al., 2010), le traumatisme crânien (Rao et al., 2001). 

Son utilisation chez des patients parkinsoniens a permis de voir qu’elle est très bien tolérée et 

qu’elle peut ainsi être envisagée pour des traitements de pathologies concernées par de 

l’excitotoxicité. Son utilisation a été approuvée en 2003 par l’union européenne et par les 

autorités sanitaires américaines (US FDA) pour le traitement de la maladie d’Alzheimer des 

cas modérés à sévères (Lipton, 2006).  

Il existe d’autres antagonistes spécifiques des récepteurs NMDA extrasynaptiques mais 

ceux-ci ne sont pour l’instant pas utilisés en clinique. L’ifenprodil se lie préférentiellement 

aux récepteurs contenant les sous unités NR1/NR2B (Williams, 1993). Il a une action 

protectrice sur des modèles animaux de traumatisme crânien (Okiyama et al., 1997, Dempsey 

et al., 2000). Les mécanismes d’action de l’ifenprodil ne sont pas encore bien déterminés 

(Williams, 2001, Bhatt et al., 2012). Un de ses mécanismes d’action semble être l’inhibition 

du récepteur en le rendant plus sensible à l’inhibition par les protons, (Mott et al., 1998). De 

plus, l’ifenprodil diminue le temps et la fréquence d’ouverture du canal de façon pH 

dépendante car cela est vrai à pH 7,4 mais pas pH 7,9 (Amico-Ruvio et al., 2012, Bhatt et al., 

2012).  

L’hypothèse que l’excitotoxicité est médiée par les récepteurs synaptiques (Papouin et 

al., 2012, Wroge et al., 2012) est en opposition avec la neuroprotection obtenue par 

l’application d’antagonistes spécifiques des récepteurs extrasynaptiques tel que la mémantine. 

Pour Wroge et al. (2012) la mémantine bloque également les récepteurs synaptiques et la 

neuroprotection qu’elle confère vient du blocage des récepteurs synaptiques excessivement 

activés. D’autres études sont nécessaires pour valider ou infirmer l’implication des récepteurs 

extrasynaptiques dans l’excitotoxicité. 
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1.4 Implication de la D-sérine dans l’excitotoxicité 

 

Plusieurs études ont montré que l’application d’antagonistes du site glycine sur les 

récepteurs NMDA protège de la mort neuronale (Foster et al., 1990, Patel et al., 1990). Ainsi, 

d’autres études se sont intéressées au rôle des agonistes du site glycine. L’une d’entre elles a 

montré que la D-sérine joue un rôle dans la neurotoxicité induite par les récepteurs NMDA 

sur des tranches organotypiques d’hippocampe. La glycine en revanche ne joue pas de rôle 

dans la neurotoxicité dans ce modèle, indiquant que la D-sérine est nécessaire et le co-

agoniste prédominant dans la mort des neurones (Shleper et al., 2005). Elle joue également un 

rôle dans l’excitotoxicité in vivo. La D-sérine et la glycine sont impliquées dans les 

dommages excitotoxiques des cellules ganglionnaires de la rétine in vivo mais avec des 

contributions différentes. La D-sérine exacerbe la toxicité NMDA dépendante dans toutes les 

aires de la rétine tandis que la glycine a un effet seulement périphérique (Hama et al., 2006). 

De plus, des souris KO pour la sérine racémase, présentant une diminution de la concentration 

extracellulaire de D-sérine de 90%, ont une réduction de la neurotoxicité induite par les 

récepteurs NMDA suite à des injections de NMDA dans le télencéphale (Inoue et al., 2008). 

Papouin et al. (2012) appliquent de la RgDAAO qui dégrade spécifiquement la D-sérine et/ou 

de la BsGO qui dégrade spécifiquement la glycine sur des tranches d’hippocampe exposées à 

du NMDA. Les auteurs montrent que la RgDAAO et non la BsGo protège de l’excitotoxicité 

et donc que la D-sérine et non la glycine est le co-agoniste impliqué dans l’excitotoxicité.  

 

 

2. Implication dans des pathologies neurodégénératives 

 

L’excitotoxicité est présente dans de nombreuses pathologies neurodégénératives. Une 

implication de la D-sérine dans l’excitotoxicité semble de plus en plus évidente. Durant ces 

dernières années, le rôle de la D-sérine dans les pathologies neurodégénératives est de plus en 

plus étudié.  

 

 

2.1 Implication de la D-sérine dans la sclérose latérale amyotrophique 

2.1.1 Description 

 

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est la plus commune des pathologies 

neuromusculaires. Elle a une incidence de 1-2/100 000 par an. Elle a été décrite en 1869 par 

Jean-Martin Charcot d’où son appellation de maladie de Charcot. Elle se caractérise par une 

perte massive des motoneurones de la moelle épinière, du tronc cérébral et du cortex causant 

progressivement une fragilité musculaire, une atrophie et une paralysie conduisant à une 

incapacité sévère. La maladie progresse rapidement conduisant à une mort par arrêt 

respiratoire. Une gliose est également observée autour des neurones en dégénérescence dans 

la corne ventrale de la moelle épinière (Bruijn et al., 2004, Paul and de Belleroche, 2012). Il 

existe deux formes de la maladie, la forme sporadique (90%) et la forme familiale (10%). 

Environ 20% des cas héréditaires possèdent une mutation du gène codant pour la superoxyde 
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dismutase 1 (SOD1). Cette mutation est très étudiée pour comprendre les mécanismes 

conduisant à la SLA. La SLA est considérée comme une pathologie multifactorielle. Plusieurs 

causes sont envisagées comme le stress oxydant, l’inflammation, une désorganisation des 

neurofilaments. L’excitotoxicité médiée par les récepteurs glutamatergiques est également 

très étudiée et considérée comme une cause principale de la dégénérescence des 

motoneurones (Bruijn et al., 2004, Van Damme et al., 2005). Cette hypothèse est étayée par le 

fait que l’administration de riluzole, un inhibiteur de la libération de glutamate ralentit la 

progression de la maladie. Sachant que le récepteur NMDA nécessite la fixation d’un de ses 

co-agonistes la glycine ou la D-sérine, leur rôle est également envisagé dans la maladie.  

 

2.1.2 Implication de la D-sérine et de ses enzymes de synthèse et de 

dégradation dans la SLA 

 

Un rôle de la D-sérine plutôt que de la glycine a été en premier envisagé par Sasabe et al. 

(2007) dans la SLA suite notamment aux travaux de Shleper et al. (2005). Sasabe et al. (2007) 

ont tout d’abord réalisé des marquages immunofluorescents de la D-sérine chez un modèle de 

SLA chez la souris G93A-SOD1. Ils ont ainsi montré une élévation de la concentration de D-

sérine au cours de la progression de la maladie et une association de cette élévation avec une 

activation de la glie. Les auteurs confirment l’hypothèse d’un rôle de la D-sérine dans 

l’augmentation de la toxicité par les récepteurs NMDA médiée par l’activation d’ERK1/2 et 

de la MAPK p38. Ils montrent également une surexpression de la sérine racémase dans la 

microglie réactive et supposent que l’élévation des niveaux de D-sérine peut être causée par 

un déséquilibre entre la production de D-sérine dans la microglie réactive et la recapture et 

dégradation par les astrocytes. Après avoir étudié la SLA chez les souris transgéniques, les 

auteurs ont réalisé des marquages postmortem de la D-sérine et de la sérine racémase chez des 

humains ayant la maladie. Ils ont mis en évidence une augmentation de la D-sérine ainsi 

qu’une augmentation de la serine racemase dans des cellules non neuronales. Ces marquages 

immunohistochimiques confirment les précédents résultats trouvés chez les souris SLA. Ces 

résultats concernent aussi bien la forme sporadique que la forme familiale de la SLA. La 

présence de la sérine racémase dans les cellules non neuronales à la fois chez les souris 

transgéniques et dans les marquages postmortem est surprenante et non discutée par rapport 

aux données actuelles (Kartvelishvily et al., 2006, Yoshikawa et al., 2007, Miya et al., 2008, 

Benneyworth et al., 2012). En collaboration avec notre laboratoire, Thompson et al. (2012) 

ont étudié le rôle de la D-sérine dans la SLA chez des souris G39A-ALS en utilisant deux 

approches différentes. Premièrement, ils utilisent des souris KO pour la sérine racémase (Srr
-/-

) croisées à des souris G39A-ALS et montrent que les souris résultant de ce croisement 

développent plus vite les symptômes de la SLA mais survivent plus longtemps, cela étant 

surement lié à une perte de fonction motrice ralentie due à la délétion de la sérine racémase. 

Deuxièmement, les auteurs administrent de la D-sérine à des souris G39A-ALS et observent 

une apparition de la maladie plus rapide mais une progression lente. Ces résultats confirment 

que la sérine racémase et la D-sérine sont impliquées dans le développement et la progression 

de la sclérose latérale amyotrophique.  
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Concernant les enzymes de synthèse et de dégradation de la D-sérine, la sérine racémase 

n’est pas la seule à être impliquée. La DAAO est fortement présente dans la matière grise de 

la moelle épinière. Des souris mutantes pour la DAAO possèdent des niveaux de D-sérine 

élevés dans le CNS (Maekawa et al., 2005) et présentent des courants post-synaptiques 

augmentés dans les neurones de la corne dorsale de la moelle épinière (Wake et al., 2001). 

Ces résultats ont amené d’autres équipes à s’interroger sur un rôle potentiel de la DAAO dans 

la SLA. Une mutation (R199W) de la DAAO a été identifiée comme étant associée à la forme 

familiale de la maladie (Mitchell et al., 2010). Cette mutation conduit à une réduction de 

l’activité de la DAAO mais également la formation d’agrégats d’ubiquitine, à l’altération de 

la survie cellulaire et à l’augmentation de l’apoptose dans les neurones. Dans le but d’étudier 

si l’inactivation de la DAAO affecte le phénotype des motoneurones in vivo, des souris 

mutantes B6DAO
-/-

 ont été développées par croisement de souris C57BL/6J et ddY/DAO
-

(Sasabe et al., 2012). Les souris B6DAO
-/-

 ont des réflexes anormaux caractérisés par une 

rétraction des membres inférieurs vers le tronc lorsqu’elles sont suspendues par la queue. Le 

nombre de motoneurones de la corne lombaire ventrale est réduit avec une morphologie de 

dégénération. La perte de l’activité de la DAAO semble ainsi conduire à la dégénérescence 

des motoneurones. De plus, les auteurs démontrent que l’activité de la DAAO est supprimée 

dans les astrocytes réactifs du tractus réticulospinal des souris G93A-SOD1 (appelée aussi 

mSOD1), que la diminution de la dégradation de la D-sérine par l’inactivation de la DAAO 

contribue à son accumulation et dernièrement que la diminution d’activité de la DAAO est 

due à la répression de l’expression du gène de la DAAO médiée par la voie des récepteurs 

NMDA et de la protéine ERK.  

Paul and de Belleroche (2012) proposent un modèle schématisant l’implication de la D-

sérine dans la sclérose latérale amyotrophique. Dans cette pathologie, la D-sérine est élevée 

soit à cause d’une augmentation de la sérine racémase due à un stress cellulaire, à de 

l’inflammation, à un excès de glutamate, soit d’une diminution de la DAAO. L’augmentation 

de l’activité de la sérine racémase conduit à une élévation de la D-sérine qui va ensuite être 

libérée dans la synapse. La D-sérine peut être transportée dans les neurones et les cellules 

gliales par les transporteurs de la D-sérine Asc-1 et ASCT2. La D-sérine et le glutamate vont 

activer les récepteurs NMDA présents sur les neurones moteurs, conduire à l’excitotoxicité et 

à la mort des neurones.  

 

 

2.2 Implication de la D-sérine dans la maladie d’Alzheimer 

2.2.1 Description 

 

La maladie d’Alzheimer est une des maladies neurodégénératives intraitables les plus 

courantes. Elle peut être sporadique ou familiale, causée par une mutation génétique rare. Au 

niveau neuro-anatomique, la maladie d’Alzheimer est définie par l’existence de plaques 

amyloïde correspondant à l’accumulation du peptide ȕ amyloïde (Aȕ) et par des amas de 

dégénérescence neurofibrillaires dus à une hyperphosphorylation de la protéine tau (Hemar 

and Mulle, 2011). Les hypothèses actuelles supposent que le peptide ȕ amyloïde s’accumule 

et conduit à une neurodégénérescence (Hardy and Selkoe, 2002). Les récepteurs NMDA 
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semblent également impliqués dans la maladie (Jansen et al., 1990). Ainsi, le peptide ȕ 

amyloïde peut engendrer de la neurotoxicité en diminuant le blocage des récepteurs NMDA 

par l’ion magnésium et en augmentant ainsi l’influx de calcium (Suh and Checler, 2002). De 

plus, l’application d’un antagoniste du récepteur NMDA peut restaurer la transmission 

synaptique déficiente chez un modèle de souris Alzheimer (Fitzjohn et al., 2001). 

 

2.2.2 Implication de la D-sérine  

 

Une première étude en 1993 s’est intéressée à la concentration de la D-sérine dans la 

maladie d’Alzheimer. La D-sérine a été mesurée par spectrométrie de masse dans le cortex 

temporal de patients Alzheimer postmortem sans révéler de différence significative  

(Chouinard et al., 1993). D’autres études ont également mesuré la D-sérine dans le cortex 

pariétal, préfrontal, frontal et n’ont révélé aucune différences significatives entre les patients 

Alzheimer et contrôles (Kumashiro et al., 1995, Nagata et al., 1995).  

En revanche, des mesures dans le liquide cérébrospinal ventriculaire ont montré des 

niveaux de D-sérine significativement plus élevés chez des patients Alzheimer comparés à des 

patients contrôles (Fisher et al., 1998). Enfin, dans le sérum, des études contradictoires ont 

révélé soit une diminution des niveaux totaux de sérine avec une élévation de la L-sérine et 

une diminution de D-sérine (Molina et al., 1998, Hashimoto et al., 2004) soit une 

augmentation de D-sérine (Fisher et al., 1998). 

Le peptide Aȕ est pro-inflammatoire et peut activer la microglie, augmenter 

l’expression de cytokines, la production de NO, d’espèces réactives de l’oxygène ainsi que la 

libération de glutamate (Meda et al., 1995, McDonald et al., 1997, Barger and Basile, 2001). 

L’équipe de Wu et al. (2004) a caractérisé l’influence de l’inflammation sur  la synthèse et/ou 

la libération de D-sérine par les cellules microgliales. Le traitement de culture de cellules 

gliales par le peptide Aȕ augmente la concentration et la libération de D-sérine, ainsi qu’une 

augmentation de l’ARNm et de la protéine sérine racémase. La D-sérine, libérée par des 

cellules microgliales traitées au préalable par de l’Aȕ, augmente la neurotoxicité de neurones 

d’hippocampe en culture. En présence de DAAO, la neurotoxicité est diminuée. 

L’observation de tissu de cerveau de patient Alzheimer montre également que l’ARNm de la 

sérine racémase est élevé. Le traitement de cellules microgliales en culture par le précurseur 

de la protéine amyloïde (APP) induit également l’expression de la sérine racémase et la 

libération de D-sérine par ces cellules microgliales (Wu et al., 2007). On peut se demander si 

l’expression de la sérine racémase dans les cellules gliales est due aux conditions de culture 

ou si elle est le reflet d’un dysfonctionnement pathologique. Ces résultats montrent donc une 

implication de la D-sérine dans la maladie d’Alzheimer confirmée par l’inhibition des lésions 

neuronales induites par l’Aȕ chez des souris KO pour la sérine racémase (Inoue et al., 2008). 

Les mesures effectuées postmortem ont été uniquement faites dans le cortex. Il 

pourrait être pertinent d’effectuer des mesures de D-sérine dans d’autres zones comme par 

exemple l’hippocampe car c’est une des structures principalement atteintes dans la maladie 

d’Alzheimer. Le point positif des mesures effectuées dans le liquide cérébrospinal est qu’elles 

ont pu être réalisées chez des patients et non en post-mortem. En revanche, les résultats 

obtenus sont contradictoires. D’après les études sur cultures de cellules, les niveaux de D-



Introduction générale 

 

62 

 

sérine semblent augmentés. D’autres études sont nécessaires pour clarifier in vivo le rôle de la 

D-sérine dans la maladie d’Alzheimer et confirmer les résultats obtenus in vitro. 

 

 

2.3 Implication dans la maladie de Parkinson 

2.3.1 Description 

 

La maladie de Parkinson est la deuxième maladie neurodégénérative la plus fréquente 

après la maladie d’Alzheimer. Ses symptômes cliniques sont un ralentissement des 

mouvements (akinésie), des tremblements, des troubles de l’équilibre, une rigidification du 

tronc et des membres. De plus, les patients peuvent aussi être dépressifs et avoir des déficits 

cognitifs. Des troubles de l’exécution automatique des gestes sont liés à des 

dysfonctionnements des ganglions de la base. Les phénotypes moteurs sont principalement 

dus à une perte des neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta. Cette 

perte de neurones est accompagnée par l’accumulation d’α-synucleine appelée corps de Lewy. 

Une dysrégulation de la neurotransmission glutamatergique dans les ganglions de la base 

paraît jouer un rôle central dans les altérations motrices de la maladie. De plus, une 

augmentation de la concentration de glutamate extracellulaire due à une diminution de 

recapture apparaît comme étant le point de départ d’une cascade excitotoxique conduisant à la 

neurodégénération dans la substance noire pars compacta (Caudle and Zhang, 2009). Un 

argument supplémentaire en faveur de l’implication de la transmission glutamatergique est 

l’amélioration des symptômes chez des souris ou des primates non humains, modèles de la 

maladie de parkinson suite à l’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA 

(Greenamyre et al., 1994, Starr, 1995). L’implication du glutamate et des récepteurs NMDA 

comme pour les pathologies précédentes amène à envisager l’implication de la D-sérine.   

 

2.3.2 Implication de la D-sérine 

 

Une étude ancienne a mesuré les niveaux de D-sérine par spectrométrie de masse dans du 

cortex temporal prélevé post-mortem chez des patients atteints de la maladie de Parkinson, 

mais elle ne montre aucune différence significative par comparaison du cortex pariétal de 

cerveau control (Chouinard et al., 1993). Récemment, Lu et al. (2011) ont quantifié les 

niveaux de D-sérine et de sérine racémase chez une souris MPTP/p (modèle de la pathologie). 

Le MPTP (1 - méthyle 4 - phényl 1,2,3,6-tétrahydro pyridine) est une neurotoxine provoquant 

les symptômes de la maladie de Parkinson. Une fois injecté, le MPTP est dégradé en MPP
+
 

qui va être capté par les transporteurs à dopamine, amené dans le complexe I de la 

mitochondrie et cela va engendrer la mort des neurones dopaminergiques.  La D-sérine et la 

sérine racémase sont localisées dans les astrocytes et dans les neurones positifs à la tyrosine 

hydroxylase de la substance noire. La D-sérine est également présente dans le striatum en 

conditions physiologiques. Après 5 semaines de traitement au MPTP, une augmentation de la 

D-sérine et de la sérine racémase est observée dans les astrocytes de la substance noire et dans 

les neurones du striatum. En revanche, aucune augmentation n’est observée dans 

l’hippocampe et dans le cortex préfrontal, confirmant les résultats de Chouinard et al. (1993). 
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L’équipe de U. Heresco-Levy, après avoir réalisé une étude sur l’administration de D-sérine 

chez des patients schizophrènes (Heresco-Levy et al., 2005), a testé l’administration de D-

sérine chez des patients parkinsoniens. Cette approche semble contradictoire par rapport aux 

résultats obtenus par Lu et al. (2011) mais envisagée du fait que des études cliniques n’ont 

montré aucun résultat pour l’administration d’antagonistes des récepteurs NMDA 

contrairement aux études sur modèles animaux (Johnson et al., 2009). Pendant 6 semaines, 30 

mg/kg de D-sérine sont administrés oralement. Les niveaux de D-sérine sont mesurés dans le 

sérum des patients par HPLC. Une amélioration significative des symptômes moteurs et 

comportementaux a été observée (Gelfin et al., 2012). Les résultats de cette étude sont 

encourageants mais opposés à ceux de Lu et al. (2011). Les mécanismes d’actions par 

lesquels agit la D-sérine dans la maladie de Parkinson restent à identifier.   

 

 

2.4 Implication de la D-sérine dans l’épilepsie 

 

L’épilepsie est une pathologie neurologique caractérisée par des crises récurrentes 

spontanées et des neurones hyperexcitables. La transmission glutamatergique et les récepteurs 

NMDA ont été impliqués dans l’apparition et la progression de l’épilepsie (Chapman et al., 

1996, Meldrum et al., 1999). Des études chez des patients atteints d’épilepsie du lobe 

temporale ont montré la présence d’une neurodégénérescence de l’hippocampe appelée aussi 

sclérose hippocampique. L’origine excitotoxique de la perte neuronale est supposée mais non 

encore démontrée chez les patients (Davies et al., 1996, Fuerst et al., 2001, Mathern et al., 

2002). 

Le rôle de la D-sérine n’a pas été encore réellement prouvé dans l’épilepsie, en revanche 

son rôle a été étudié dans le status épilepticus (SE) ou état de mal épileptique, phase 

particulière de l’épilepsie (Liu et al., 2009, Ryu et al., 2010).  

 

2.4.1 Définition du status épilepticus 

 

Le status épilepticus est une phase particulière de l’épilepsie, caractérisé par des crises 

généralisées et continues, durant plus de 30 minutes sans récupération totale de conscience 

entre deux crises contrairement à l’épilepsie qui se caractérise par des crises discontinues et 

ne pouvant concerner qu’une zone du cerveau et/ou un groupe de neurones (Chen et al., 

2007). Le status épilepticus peut être déclenché pharmacologiquement par l’administration de 

pilocarpine, un agoniste des récepteurs muscariniques M1 (Hamilton et al., 1997). Il est 

nécessaire d’utiliser de fortes doses de pilocarpine, supérieures à 300 mg/kg pour le 

déclencher  (Turski et al., 1983). Selon les équipes, les protocoles choisis pour induire du 

status épilepticus à l’aide de pilocarpine sont légèrement différents. Des doses variables de 

pilocarpine sont administrées en une seule injection allant de 300 mg/kg (Slais et al., 2008) à 

380 mg/kg (Leite et al., 1990) en passant par 320 mg/kg (Covolan and Mello, 2006) et 350 

mg/kg (Sanchez et al., 2009) chez le rat. En revanche, d’autres équipes injectent une dose plus 

faible de pilocarpine mais plusieurs fois à intervalles réguliers jusqu’à ce que le status 

epilepticus se déclenche (Parent et al., 2006, Soerensen et al., 2009). L’administration 
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systémique de la pilocarpine engendre des modifications comportementales et 

éléctrographiques divisées en trois groupes : (1) une période aigüe, le status épilepticus, qui 

dure 24 heures, (2) une période silencieuse avec une normalisation progressive de 

l’électroencéphalogramme (EEG) et du comportement. Cette période dure de 4 à 44 jours, (3) 

une période chronique caractérisée par des crises récurrentes spontanées (Cavalheiro, 1995).  

L’induction du status épilepticus par la pilocarpine conduit à une perte cellulaire 

sévère et étendue dans de nombreuses aires du cerveau par des mécanismes excitotoxiques 

(Smolders et al., 1997, Aroniadou-Anderjaska et al., 2008). Des crises continues de 40 à 60 

minutes sont nécessaires pour tuer les neurones dans les zones vulnérables du cerveau chez 

les rats (Fujikawa, 1996). La mort neuronale est causée à la fois par des processus 

apoptotiques et nécrotiques (Scorza et al., 2009). Les dommages, se produisant lors du status 

épilepticus conduisent à des dommages immédiats apparaissant entre quelques minutes et 

quelques heures après son déclenchement (Turski et al., 1983). Les dommages apparaissant 

dans les différentes aires du cerveau sont temps spécifiques. Les dommages initiaux 

apparaissent quelques heures après le début du status épilepticus. Les zones touchées sont le 

hile de l’hippocampe, les noyaux endopiriformes, le cortex piriforme, les couches 

superficielles des aires néocorticales et le claustrum. Huit heures après le début du status 

épilepticus les dommages s’intensifient dans les aires précédentes et atteignent le cortex 

enthorinal, le noyau amyloïde, le noyau ventro-médial de l’hypothalamus, le subiculum 

(Covolan and Mello, 2006, Scorza et al., 2009). La mort neuronale est accompagnée d’une 

prolifération des cellules gliales. La microglie ainsi que d’autres marqueurs de l’inflammation 

sont présents dans les phases précoces du status épilepticus (Binder and Steinhauser, 2006, 

Avignone et al., 2008, Sun et al., 2012).  

Un effet neuroprotecteur des antagonistes des récepteurs NMDA a été observé 

suggérant ainsi une activation du système glutamatergique responsable de la production de 

dommages neuronaux bien que l’activation des récepteurs cholinergiques soit augmentée par 

l’administration de pilocarpine (Clifford et al., 1989, Fujikawa et al., 1994, Fujikawa, 1995, 

Brandt et al., 2003).  

 

2.4.2 Implication de la D-sérine dans l’épilepsie et le status épilepticus 

 

La première implication de la D-sérine dans l’épilepsie a été montrée par Singh et al. 

(1990). Des injections de D-sérine chez des souris potentialisent l’effet du NMDA de façon 

dose dépendante pour l’induction de crises épileptiques. Chez un modèle de status epilepticus 

induit par la pilocarpine chez la souris, la D-sérine a été marquée par immunohistochimie à 12 

h et 24 h après l’injection de pilocarpine et observée dans plusieurs régions cérébrales. Des 

neurones positifs pour la D-sérine sont présents dans le cortex moteur, somatosensoriel, 

piriforme, cingulaire, insulaire, enthorinal, ainsi que dans CA1, CA2, CA3, le hile de 

l’hippocampe et dans le thalamus dorsal. Les neurones positifs pour la D-sérine ne sont pas 

présents 1h après l’injection mais apparaissent dans ces régions 4 h après l’injection, 

atteignent un pic entre 12 h et 24 h puis diminuent progressivement entre 3 et 14 jours après 

l’injection de pilocarpine. 98 % des neurones positifs pour la D-sérine sont également positifs 

pour GAD-67, indiquant qu’ils sont GABAergiques. Un double marquage D-

sérine/fluorojade, un marqueur de la souffrance neuronale, à 3 jours montre que 93% des 
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neurones sont doublement marqués et présentent donc des signes de souffrances et de possible 

dégénération. De la D-sérine est également présente dans les astrocytes dont le nombre et la 

densité augmente dans le modèle pilocarpine (Liu et al., 2009). Une seconde étude de la D-

sérine et de la sérine racémase par immunofluorescence a été réalisée chez des rats injectés 

avec de la pilocarpine. Chez des rats contrôles, la sérine racémase et la D-sérine sont 

présentes principalement dans les astrocytes de l’hippocampe. Ces données contrôles sont 

étonnantes et ne tiennent pas compte des articles identifiant la sérine racémase comme 

neuronale (Kartvelishvily et al., 2006, Yoshikawa et al., 2007, Miya et al., 2008, 

Benneyworth et al., 2012). A partir de 1 jour jusqu’à 4 semaines après l’injection de 

pilocarpine, l’immunoréactivité de la sérine racémase et de la D-sérine augmente dans les 

astrocytes. Les auteurs suggèrent  que les astrocytes peuvent libérer en excès de la D-sérine et 

ainsi générer  les décharges épileptiques (Ryu et al., 2010). Harai et al. (2012) ont injecté du 

pentylenetetrazole (PTZ), un inhibiteur GABAergique, chez des souris KO pour la sérine 

racémase. Ces souris possèdent une concentration de D-sérine extracellulaire plus faible que 

les souris contrôles et ne développent pas de crises généralisées contrairement aux souris 

contrôles ce qui suggère un effet anticonvulsivant de la diminution des niveaux de D-sérine.   

A l’opposé, une diminution de la concentration de D-sérine peut dans certains cas induire 

une activité convulsive. Chez des patients avec une déficience pour la 3-phosphoglycérate 

déhydrogénase, enzyme de synthèse de la L-sérine, la concentration de D-sérine est quasiment 

indétectable pendant le développement. Cela conduit à une forte perturbation du 

développement neuronal et s’accompagne d’une épilepsie sévère. Les niveaux de D-sérine 

peuvent être restaurés par l’administration de L-sérine (Fuchs et al., 2006).  

 

 

2.5 Implication de la D-sérine dans l’asphyxie périnatale 

 

L’asphyxie périnatale se produit chez les nouveaux nés, elle est définie par une hypoxie 

ou une ischémie cérébrale. L’hypoxie est caractérisée par un apport trop faible en oxygène par 

rapport au besoin du tissu tandis que l’ischémie cérébrale est le résultat d’une réduction 

transitoire ou permanente du flux sanguin cérébral due à l’occlusion ou au rétrécissement 

d’une artère cérébrale (Dirnagl et al., 1999). L’excitotoxicité joue un rôle prédominant dans la 

perte neuronale due à l’hypoxie-ischémie présente dans cette pathologie (Choi and Rothman, 

1990). L’application de DAAO sur des tranches cérébrocorticales de rat diminue la perte 

neuronale induite par la privation en oxygène et glucose, protocole utilisé pour induire de 

l’ischémie (Katsuki et al., 2004). Selon le même protocole, la même équipe montre que les 

concentrations extracellulaires de glutamate, D-sérine et glycine sont augmentées 

significativement (Katsuki et al., 2007). Kirschner et al. (2009b) confirment ce résultat et 

ajoutent que la concentration de D-sérine est multipliée par 2,5. Des souris KO pour la sérine 

racemase (SR
-/-

) sont protégées contre l’ischémie cérébrale induite par une occlusion de 

l’artère cérébrale moyenne. Une diminution de la formation d’oxyde nitrique (NO) et de la 

neurotoxicité est également observée (Mustafa et al., 2010). Fuchs et al. (2012) observent une 

augmentation de la D-sérine et de la glycine sur culture de cellules de gliomes de rat soumises 

à une privation en oxygène et en glucose. Ils mesurent également in vivo cette augmentation 

de D-sérine et de glycine, dans le liquide cérébrospinal de porcelet soumis à une ischémie et 
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une hypoxie. L’augmentation de D-sérine est plus modérée que celle de la glycine et la 

concentration de D-sérine diminue fortement pendant la phase de reperfusion contrairement à 

celle de la glycine qui reste élevée in vitro et in vivo (Fuchs et al., 2012).  

 

 

3. Implication de la D-sérine dans la schizophrénie 

 

La D-sérine n’est pas seulement impliquée dans des pathologies neurodégénératives mais 

également dans une maladie psychiatrique, la schizophrénie.  

 

 

3.1 Description 

 

La schizophrénie est une maladie psychiatrique chronique. Elle touche 1% de la 

population mondiale. Elle se caractérise cliniquement par des symptômes divisés en trois 

classes : les symptômes positifs tels que les hallucinations ou psychoses, les symptômes 

négatifs tels qu’une perte de motivation, un retrait social sévère, un déclin affectif et une 

apathie et les symptômes cognitifs tels que les déficits d’apprentissage et de mémorisation 

(Balu and Coyle, 2011). Pendant de nombreuses années, la dopamine a été considérée comme 

la cause de la schizophrénie. Les traitements basés sur cette voie de signalisation n’améliorent 

pas tous les symptômes en particulier les symptômes négatifs et cognitifs de la maladie. Cela 

laisse penser que d’autres neurotransmetteurs sont probablement impliqués. Des études plus 

récentes se sont intéressées au rôle du glutamate. Une hypofonction des récepteurs NMDA a 

été proposée. L’administration de kétamine, un antagoniste non compétitif des récepteurs 

NMDA, chez des humains engendre des symptômes similaires à ceux de la schizophrénie 

(Krystal et al., 1994). L’administration de phencyclidine (PCP), un antagoniste des récepteurs 

NMDA développé comme anesthésique à la fin des années 1950, provoque des hallucinations 

chez des patients sains et accentue les symptômes chez des patients schizophrènes (Javitt and 

Zukin, 1991). Son administration chez des rongeurs ou des primates provoque également des 

symptômes semblables à ceux de la schizophrénie (Egerton et al., 2008). Une diminution des 

ARNm de la sous unité NR1 dans le thalamus, l’hippocampe et le cortex est mesurée dans des 

tissus postmortem de patients schizophrènes (Meador-Woodruff et al., 2003, Millan, 2005). 

Des souris transgéniques avec une activité des récepteurs NMDA réduite due à une 

hypofonction de la sous unité NR1 présentent également les symptômes négatifs et cognitifs 

de la schizophrénie (Labrie et al., 2008, Halene et al., 2009). Ces résultats suggèrent une 

implication de la glycine ou de la D-sérine. Les hypothèses penchent pour une implication de 

la D-sérine contrairement à la glycine due à son implication dans les fonctions cognitives 

(Panatier et al., 2006, Fossat et al., 2012).  
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3.2 Des mesures de la concentration de D-sérine contradictoires 

 

De nombreuses études ont examiné le niveau de D-sérine et des enzymes associées chez 

des patients atteints de schizophrénie. Concernant le niveau de D-sérine, ces études donnent 

des résultats contradictoires. Des mesures dans le liquide cérébrospinal indiquent une 

diminution de la D-sérine chez les patients schizophrènes traités avec des antipsychotiques 

contrairement aux contrôles (Bendikov et al., 2007). En revanche, une autre étude ne mesure 

aucune différence dans les niveaux de D-sérine présente dans le liquide cérébrospinal des 

patients venant de déclarer la maladie et sans traitements ainsi que chez des patients 

schizophrènes chroniques traités par olanzapine pendant 6 semaines contrairement aux sujets 

contrôles (Hashimoto et al., 2005). D’autres études sur les niveaux plasmatiques de D-sérine 

trouvent soit un niveau de D-sérine élevé chez des patients sans traitement (Baruah et al., 

1991) ou dans un groupe de patients avec ou sans traitement (Ohnuma et al., 2008), soit un 

niveau de D-sérine plus faible chez des patients avec un traitement antipsychotique comparé à 

des patients contrôles (Hashimoto et al., 2003). Une étude récente montre une diminution du 

niveau plasmatique de D-sérine chez des patients avec différents traitements (halopéridone, 

clozapine, chlorpromazine, trifluoperazine, fluphenazine, quetiapine) ou sans traitement 

(Calcia et al., 2012a). Ces différences peuvent s’expliquer de deux façons. Premièrement, les 

mesures sont faites sur des patients n’ayant pas la même sévérité de la maladie. 

Deuxièmement, selon les études les patients n’ont soit pas le même traitement 

médicamenteux, soit pas de traitement du tout.  
 

 

3.3 Implication de la sérine racémase 

 

Les données concernant des modifications de l’expression de la sérine racémase sont 

assez controversées. Une réduction protéique de la sérine racémase a été observée dans 

l’hippocampe et dans le cortex frontal du cerveau de patients schizophrènes lors d’études 

postmortem (Bendikov et al., 2007). Cependant, d’autres études ont observé le résultat 

inverse, une augmentation de l’expression de la sérine racémase dans l’hippocampe et dans le 

cortex préfrontal (Steffek et al., 2006, Verrall et al., 2007). Des souris, mutées pour le gène de 

la sérine racémase et présentant une diminution de la concentration de D-sérine cérébrale, 

montrent des déficits cognitifs caractéristiques de la schizophrénie (Labrie et al., 2009). Chez 

ces souris, parallèlement à la diminution de la sérine racémase, une augmentation de PICK1 

est observée. PICK1 peut se lier à la sérine racémase mais également à d’autres protéines 

impliquées dans la schizophrénie comme les transporteurs de la dopamine, les récepteurs de la 

neureguline et aux éphrines. De plus, des niveaux anormaux du transcrit de PICK1 ont été 

retrouvés dans le cortex préfrontal de patients schizophrènes (Beneyto and Meador-Woodruff, 

2006). Ainsi, l’implication de la sérine racémase pourrait être indirecte et liée à une 

augmentation de PICK1 à l’origine de l’activation de protéines reconnues comme ayant un 

rôle dans la schizophrénie.  
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Le rôle du gène SRR dans la schizophrénie, gène de la serine racémase, est également 

étudié.  Des variations anormales dans la région 5’ du promoteur peuvent conférer un risque 

élevé pour la schizophrénie (Goltsov et al., 2006, Morita et al., 2007, Labrie et al., 2009).  

 

 

3.4 Implication de la D-Amino acide oxydase 

 

Contrairement aux données concernant la D-sérine et la sérine racémase, celles 

concernant la DAAO sont cohérentes. Des études ont démontré que l’enzyme de dégradation 

de la D-sérine a son activité augmentée dans le cortex (Madeira et al., 2008) et le cervelet 

(Burnet et al., 2008). En conditions physiologiques, aucune activité de la DAAO n’a été 

trouvée dans le cortex (Wang and Zhu, 2003) tandis que des marquages 

immunohistochimiques la localise dans cette zone (Verrall et al., 2007). On peut émettre 

l’hypothèse que l’activité de la DAAO en conditions pathologiques est présente dans des 

zones ou elle était présente mais inactive en conditions physiologiques. Plusieurs études 

postmortem ont également montré que la DAAO a son expression augmentée dans le cervelet, 

l’hippocampe et le plexus choroïde (Bendikov et al., 2007, Verrall et al., 2007, Habl et al., 

2009). Des souris transgéniques pour le gène Dao1 présentent une perte complète de la 

fonction de la DAAO et une augmentation de la D-sérine cérébrale. Des souris mutantes pour 

Grin1, allèle codant pour la sous unité NR1 des récepteurs NMDA, ont un comportement 

anormal associé à des symptômes négatifs et cognitifs de la schizophrénie. Pour évaluer la 

fonction de la DAAO dans la schizophrénie, des souris mutantes pour Dao1 sont combinées 

avec des souris avec la mutation Grin1. L’inactivation de la DAAO permet d’inverser 

l’hypofonction des récepteurs NMDA observé chez les souris mutantes pour Grin1 seul 

(Labrie et al., 2010).  

Le gène de la DAAO est localisé sur la région chromosomique 12q23,  région liée à la 

schizophrénie (Sklar, 2002). Ces résultats impliquent la DAAO dans la schizophrénie.  

 

 

3.5 Implication de la protéine pLG72 

 

Actuellement, il est envisagé que la schizophrénie possède une forte composante 

génétique. Chumakov et al. (2002) ont été les premiers à montrer une association entre le 

gène G72 et la schizophrénie. Le gène G72 est uniquement présent chez les primates. Ce gène 

a été découvert en étudiant la région chromosomique 13q34, région associée à la 

schizophrénie (Shaw et al., 1998). Une transcription in vitro de ce gène montre qu’il produit 

un polypeptide de 153 amino acides. Des souris transgéniques exprimant le gène G72 humain 

ont été générées dans le but d’étudier les modifications comportementales induites par ce 

gène. Ces souris présentent un déficit sensorimoteur pouvant être réversé par l’administration 

d’halopéridol, une anti psychotique utilisée dans le traitement de la schizophrénie. Cette étude 

supporte l’implication de ce gène dans la schizophrénie (Otte et al., 2009).  

Chumakov et al. (2002) démontrent que la protéine pLG72 est capable d’interagir avec la 

DAAO par une interaction protéine-protéine. Ce gène est montré comme un activateur de la 
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DAAO. Lorsque la protéine dérivant de ce gène est mise en présence de la DAAO, l’activité 

de cette enzyme est multipliée par trois en condition normale. Ainsi l’équipe de Chumakov 

propose un modèle où la surexpression du gène G72 dans la schizophrénie produit une 

augmentation de l’activité de la DAAO, une diminution de la concentration de la D-sérine et 

ainsi, à une hypofonction des récepteurs NMDA (Chumakov et al., 2002, Scolari and Acosta, 

2007). Cependant, plus récemment, une fonction de régulateur négatif de l’activité de la 

DAAO a aussi été attribuée à pLG72 (Sacchi et al., 2008). La protéine pLG72 en condition 

normale se lie à la DAAO active pour former un complexe qui va inactiver l’enzyme. D’après 

ces auteurs, la protéine pLG72 est sous exprimée chez les schizophrènes et l’inactivation de la 

DAAO par le complexe DAAO-G72 est diminuée. Ces deux mécanismes, bien qu’opposés, 

aboutissent tous deux à une diminution de la concentration de D-sérine et à une hypofonction 

des récepteurs NMDA (Figure 13). Une différence majeure entre ces deux hypothèses est la 

source de la DAAO étudiée. L’étude de Chumakov et al. (2002) a été réalisée à partir de 

DAAO de rein de porc tandis que celle de Sacchi et al. (2008) a été réalisée à partir de DAAO 

recombinante humaine. L’équipe de L. Pollegioni et S. Sacchi a comparé la DAAO de rat et 

la DAAO humaine. Elle a démontré qu’elles sont différentes selon plusieurs critères. Un des 

critères est que la DAAO de rat peut interagir avec pLG72 pour former 2 complexes, un de 

100 kDa et un de 200 kDa. En revanche, la DAAO humaine ne peut former qu’un seul 

complexe de 200 kDa (Frattini et al., 2011). Ces résultats pourraient expliquer les différentes 

hypothèses émises quant à la fonction du complexe G72-DAAO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13 : Hypothèses du rôle de la DAAO et pLG72 sur la disponibilité de la D-sérine lors de 

conditions normales ou pathologiques. 

L’hypothèse supérieure, celle de Chumakov (Chumakov et al., 2002), indique que dans la 

schizophrénie, il y a une surexpression du gène pLG72, cela conduit à une suractivation de la DAAO. 

L’hypothèse inférieure, celle de Sacchi (Sacchi et al., 2008), indique que dans la schizophrénie il y a 

une sous-expression du gène pLG72 et qu’il en résulte une augmentation de la DAAO. Les deux 

hypothèses aboutissent à une diminution de la concentration de D-sérine. D’après Sacchi et al. (2008).  
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D’autres études, cependant, n’ont pas détecté la pLG72 dans le cerveau humain (Benzel 

et al., 2008). L’équipe de Maycox propose que la protéine pLG72 existe bien mais qu’elle est 

exprimée à des niveaux très faibles et que par conséquent, elle ne peut pas jouer de rôle dans 

la modulation de l’activité de la DAAO en condition normale et dans la schizophrénie. 

L’étude de Kvajo et al. (2008) vient renforcer ces conclusions, la pLG72 est bien détectée 

mais une interaction fonctionnelle entre cette protéine et la DAAO n’est pas confirmée. 

L’ensemble de ces données montre que des études supplémentaires sont nécessaires pour 

éclaircir le rôle de pLG72 dans la schizophrénie.  

 

 

3.6 Traitements 

 

 La D-sérine ainsi que les autres substances pouvant se lier au niveau du site de fixation 

de la D-sérine/glycine sont étudiées pour développer de futurs traitements capables 

d’augmenter l’activation des récepteurs NMDA chez les schizophrènes. Chez les rongeurs, il 

a été montré que la D-sérine traverse bien la barrière hémato encéphalique après une injection 

systémique contrairement à la glycine (Oldendorf, 1971) et qu’elle persiste dans le cortex 

après l’injection (Oldendorf, 1971, Hashimoto and Chiba, 2004). Plusieurs essais cliniques 

ont évalué l’utilisation de D-sérine en complément des traitements antipsychotiques. La 

première étude de Tsai et al. (1998) est une étude en double aveugle avec des patients 

schizophrènes recevant soit un placebo en plus de leur traitement antipsychotique, soit de la 

D-sérine (30 mg/kg/jour) pendant 6 semaines. Cette étude montre que les patients recevant de 

la D-sérine ont une amélioration significative de leurs symptômes positifs, négatifs et 

cognitifs. Une autre étude chez des patients traités avec de l’olanzapine ou de la rispéridone 

montre également une amélioration significative de l’ensemble des symptômes de la 

schizophrénie après administration de 30 mg/kg de D-sérine pendant 6 semaines (Heresco-

Levy et al., 2005). En revanche, une autre étude en double aveugle de Tsai et al. (1999) 

montre que chez des patients ayant comme traitement antipsychotique de la clozapine, 

l’administration de D-sérine (30 mg/kg) n’améliore pas les symptômes ni ne les amplifie.  La 

dose optimale de D-sérine à utiliser en clinique n’a pas encore été déterminée. 

L’administration de 2 g de D-sérine quotidiennement, n’a pas donné d’amélioration par 

rapport au placebo, chez des patients traités à la rispéridone (Lane et al., 2005), olanzapine ou 

quetiapine (Lane et al., 2010). Une dernière étude récente de Weiser et al. (2012) ne montre 

pas d’amélioration des symptômes de la schizophrénie après 16 semaines de traitement avec 

une administration de 2 g de D-sérine. Concernant la dose optimale de D-sérine pouvant être 

administrée, Kantrowitz et al. (2010) ont testé 3 doses de D-sérine différentes (30, 60 et 120 

mg/kg) pendant 4 semaines. Ils ont montré que toutes les doses améliorent les symptômes 

significativement. En revanche de meilleurs résultats sont observés pour les doses supérieures 

à 60 mg/kg (Tableau 4).  

On peut noter que dans ces études, seules celles utilisant des doses de D-sérine allant de 

30 mg/kg jusqu’à 120 mg/kg montrent une amélioration significative des symptômes négatifs, 

positifs et cognitifs. On peut s’interroger si l’administration de 2g de D-sérine n’est pas une 

dose trop faible selon les patients et qu’il est important d’adapter la dose au poids du patient. 

La toxicité de la D-sérine selon la dose administrée est également à prendre en compte car une 
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étude chez le rat montre qu’à partir de 75 mg/100g la D-sérine peut être toxique pour les reins 

(Carone and Ganote, 1975, Carone et al., 1985). Des études supplémentaires sont donc 

nécessaires pour définir la dose optimale de D-sérine à administrer. Il est également 

nécessaire de définir en complément de quel traitement antipsychotique la D-sérine peut être 

administrée car certaines études font l’hypothèse que la clozapine par exemple empêche 

d’avoir les bénéfices de l’ajout de D-sérine (Singh and Singh, 2011). 

 

 

 

 

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des différentes études cliniques utilisant de la D-sérine pour traiter la 

schizophrénie (D’après Nunes et al. (2012).  

 

 

 Des inhibiteurs de la DAAO sont également envisagés comme traitement pour augmenter 

la concentration de D-sérine. Un inhibiteur spécifique de la DAAO a été développé et testé 

par les laboratoires Merck : le AS057278 (5-Methylpyrazole-3-carboxylic acid). Chez un 

model murin de schizophrénie par injection de PCP, l’administration de AS057278 par un 

traitement oral chronique permet de normaliser l’hyperlocomotion induite par le PCP (Adage 

et al., 2008). Une seconde étude de ce laboratoire sur un inhibiteur de la DAAO, le composé 8 

[4Hthieno[3,2-b]pyrrole-5-carboxylic acid], démontre que l’inhibition de la DAAO augmente 

significativement la concentration de la D-sérine en périphérie et dans le système nerveux 

central. Cependant, cette inhibition n’est pas suffisante pour augmenter la concentration de D-

sérine et obtenir des effets antipsychotiques et cognitifs similaires à ceux obtenus par 

l’administration exogène de D-sérine (Smith et al., 2009). Une autre molécule a également été 

testée pour inhiber la DAAO : le CBIO (5-chloro-benzo[d]isoxazol-3-ol). Le CBIO utilisé 

seul augmente faiblement la D-sérine présente dans le cerveau par comparaison avec une 

administration de D-sérine. En revanche, la coadministration de CBIO et de D-sérine 

augmente la quantité de D-sérine plasmatique (Ferraris et al., 2008) et cérébrale chez des rats 

(Hashimoto et al., 2009) par comparaison avec une administration de D-sérine seule. Ces 
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études suggèrent une coadministration des inhibiteurs de DAAO et de D-sérine pour 

améliorer les symptômes positifs, négatifs et cognitifs de la schizophrénie. Cela permettrait de 

diminuer les doses de D-sérine administrées et ainsi de s’affranchir des effets toxiques dus à 

l’utilisation de fortes doses de D-sérine.  

 Récemment, l’équipe de L. Pollegioni a montré que la DAAO de rat est différente de la 

DAAO humaine selon plusieurs critères : a) elle possède une spécificité de substrat différente. 

Elle a une plus forte affinité pour les composés hydrophobes comme le D-tryptophane et la D-

phénylalanine. b) elle possède une activité plus faible pour la D-sérine et la D-alanine 

principalement due à une faible affinité pour son substrat. c) la DAAO de rat ne possède pas 

la même affinité pour les inhibiteurs que la DAAO humaine. d) la DAAO de rat est un 

monomère stable. e) la DAAO de rat peut interagir avec pLG72 pour former 2 complexes, un 

de 100 kDa et un de 200 kDa. En revanche, la DAAO humaine ne peut former qu’un seul 

complexe de 200 kDa (Frattini et al., 2011). Ces résultats soulignent les limites de l’utilisation 

de rats comme modèle pour tester les inhibiteurs de la DAAO dans le but de trouver un 

traitement contre la schizophrénie.  

 

 

 

E.  Hypothèses de travail et objectifs 

 
 Notre laboratoire s’intéresse depuis plusieurs années au rôle de la D-sérine dans le 

fonctionnement sain et pathologique du système nerveux central et, en particulier, à ses 

fonctions excitotoxiques dans les agressions cérébrales et les maladies neurodégénératives. 

Notre laboratoire a mis au point des biocapteurs enzymatiques spécifiques pour la détection 

de la D-sérine (Pernot et al., 2008) et du glutamate dans le système nerveux central chez 

l’animal anesthésié ou vigil. Ceux-ci ont l’avantage d’être de taille très réduite (100 ȝm de 

long par 40 ȝm de diamètre), ne lésant pas la barrière hématoencéphalique et d’avoir un 

enregistrement seconde par seconde. Les biocapteurs spécifiques du glutamate ont été mis au 

point récemment grâce à une nouvelle méthode d’immobilisation d’enzyme sur des 

microélectrodes (Vasylieva et al., 2011). Cette méthode permet de détecter le glutamate avec 

une haute spécificité et offre de nouvelles possibilités pour la compréhension des mécanismes 

excitotoxiques in vivo.  

 Pendant ma thèse, j’ai mis au point au laboratoire un modèle de status épilepticus, sur la 

base d’un protocole établi par l’équipe de Laurent Bezin (Sanchez et al., 2009) au Centre de 

Recherche en Neuroscience de Lyon dont les recherches sur la pathophysiologie et 

l’amélioration de la neuroprotection dans l’épilepsie et les traumatismes crâniens sont 

complémentaires aux nôtres. Notre but était de développer un modèle d’agression cérébrale 

avec une composante excitotoxique solidement établie. Nous avons choisi ce modèle car 

l’implication de la D-sérine est plus simple à étudier que dans d’autres pathologies 

multifactorielles comme le traumatisme crânien ou médullaire. Dans ce modèle, des structures 

cérébrales comme l’amygdale, le cortex piriforme ou le thalamus sont sévèrement lésées après 

2 h de status épilepticus et les lésions peuvent être diminuées par des antagonistes NMDA, ce 

qui suggère l’existence de processus excitotoxiques (Brandt et al., 2003, Fujikawa, 2005). 
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 En collaboration avec le service de neuroréanimation des Hospices Civils de Lyon, notre 

laboratoire travaille également sur l’implication de la D-sérine, du glutamate et des processus 

excitotoxiques dans les traumatismes crâniens ou les vasospasmes cérébraux après 

hémorragies cérébrales. Grâce à nos biocapteurs enzymatiques, nous sommes un des seuls 

laboratoires à pouvoir étudier la D-sérine dans ces différents contextes in vivo et en temps 

réel.  

 Depuis la découverte de la D-sérine dans le système nerveux central par Hashimoto et al. 

(1992a), de nombreuses équipes de recherche se sont intéressées à sa régulation, à ses 

implications physiologiques ou pathologiques. Bien que les connaissances concernant la D-

sérine ont considérablement augmenté, il reste encore des questions non résolues. Il est 

important de bien connaitre ses mécanismes de régulation pour mettre au point des 

traitements pharmacologiques adaptés. Pour envisager de moduler les niveaux de D-sérine, 

par des inhibiteurs de la DAAO ou par administration orale de D-sérine par exemple, il faut 

tout d’abord connaître précisément ses mécanismes de dégradation et de recapture in vivo. 

 Ma thèse est constituée de deux axes principaux. Premièrement, je me suis intéressée aux 

mécanismes de régulation de la D-sérine dans l’espace extracellulaire. Il nous a semblé 

important de savoir quelle est la diffusion de la D-sérine à travers la barrière 

hématoencéphalique ? Quelle est la concentration de la D-sérine dans l’espace extracellulaire, 

le sang et le tissu cérébral et la quantité de D-sérine stockée dans les compartiments 

intracellulaires ? Les mécanismes contrôlant la concentration extracellulaire de D-sérine sont 

encore largement inconnus in vivo.  Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à la 

recapture et à la libération de la D-sérine extracellulaire et à l’implication des transporteurs 

ASC. Concernant sa dégradation, il a été démontré que la D-sérine est dégradée par la D-

amino acide oxydase. D’après les données in vitro, la sérine racémase peut également la 

dégrader. Quels sont les rôles respectifs joués par la DAAO et la sérine racémase dans la 

dégradation de la D-sérine in vivo ? Comprendre la régulation de la D-sérine de par son 

stockage, sa recapture, sa dégradation est essentielle pour améliorer notre compréhension des 

pathologies où elle est impliquée et adapter les traitements comme par exemple les prises 

orales de D-sérine.  

 Deuxièmement, j’ai étudié l’implication potentielle de la D-sérine dans l’excitotoxicité. 

Le glutamate est considéré comme le neurotransmetteur responsable de l’excitotoxicité. Bien 

que le rôle de la D-sérine dans l’excitotoxicité commence à être de plus en plus envisagé, 

quelle est son implication dans cette mort neuronale in vivo ? Une augmentation de la 

concentration de glutamate seule est-elle suffisante ou un changement de la concentration de 

D-sérine est-elle également mise en jeu ? Tout d’abord, nous avons voulu pouvoir quantifier 

précisément et simplement la densité neuronale. Pour cela, nous avons développé une 

méthode de comptage simple et automatique. Nous avons validé cette méthode de comptage 

sur un modèle de status épilepticus chez le rat. Après avoir identifié une composante 

excitotoxique et déterminé les zones les plus touchées par l’excitotoxicité, notre objectif a été 

d’enregistrer les concentrations extracellulaires de D-sérine et de glutamate pendant et après 

un status épilepticus chez des rats vigils dans ces zones pour voir l’implication de ces deux 

transmetteurs en temps réel in vivo.  
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 En résumé, mes objectifs pendant mon travail de thèse ont été, tout d’abord en ce qui 

concerne les mécanismes de régulation de la D-sérine : 

1) d’étudier la diffusion de la D-sérine à travers la barrière hématoencéphalique et 

d’estimer sa concentration dans différents compartiments,   

2) de déterminer les mécanismes de recapture et de libération de la D-sérine 

extracellulaire in vivo, 

3) d’étudier le rôle de la DAAO et de la sérine racémase dans la dégradation de la D-

sérine in vivo. 

Puis concernant l’implication de la D-sérine dans l’excitotoxicité,  

4) de mettre au point une méthode de quantification de la densité neuronale et de 

l’appliquer à un modèle de status épilepticus chez le rat, 

5) de déterminer le rôle de la D-sérine et du glutamate dans la mort neuronale par 

excitotoxicité dans un modèle de status épilepticus chez le rat vigil.  



 

75 

 

 

 

 

II.  Techniques 
 

 

Cette partie présente les deux principales techniques utilisées pendant mon travail de 

thèse. Elle comporte tout d’abord une description des biocapteurs enzymatiques développés 

dans notre laboratoire.  Ensuite, une présentation de la technique d’immunofluorescence et de 

sa détection par microscopie confocale.  
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A. Les biocapteurs enzymatiques 

 
 La technique analytique de référence utilisée in vivo pour mesurer la concentration des 

neurotransmetteurs est la microdialyse. Elle consiste à implanter dans le cerveau une sonde 

équipée d’une membrane de dialyse et perfusée par un milieu extracellulaire artificiel. Ce 

milieu est ensuite récupéré en sortie de sonde et sa composition est analysée par des 

techniques de chimie analytique comme la chromatographie en phase liquide ou 

l’électrophorèse capillaire. Un de ses avantages est la possibilité de mesurer la concentration 

de plusieurs molécules à la fois. Cependant, un de ses désavantages est la taille de la sonde 

pour une utilisation dans le cerveau in vivo. Les sondes ont en général un diamètre compris 

entre 200 et 250 μm et une longueur entre 500 et 3000 μm. L’implantation in vivo de ces 

sondes provoque des lésions et peut conduire à des œdèmes, des changements dans la 

microcirculation et à une gliose réactionnelle (Benveniste and Diemer, 1987, Khan and 

Michael, 2003, Borland et al., 2005). Il est également possible que suite à l’implantation, la 

sonde soit entourée par une couche de tissu lésé gênant la diffusion et la détection 

physiologique des molécules (Borland et al., 2005). Dans le but de minimiser ces lésions, 

notre laboratoire a mis au point des microbiocapteurs enzymatiques de taille très réduite (100 

ȝm de long par 40 ȝm de diamètre) qui ne lèsent pas la barrière hématoencéphalique. Ils ont 

également une meilleure résolution spatiale et temporelle comparée à la microdialyse (Pernot 

et al., 2008).  

 

 

1. Principe général d’un biocapteur 

 

 Un biocapteur est un système permettant de transformer un phénomène biologique ou 

une propriété biochimique d’un système en un signal électrique. Un biocapteur est composé 

d’un biorécepteur, qui peut être une enzyme ou un anticorps et permet la détection de 

l’élément biologique. Ce biorécepteur est couplé à un transducteur qui va traduire la détection 

de l’élément biologique en un signal physique mesurable et quantifiable (Figure 1). Le 

premier biocapteur a été mis au point par Leland Clark dans les années 1960 et permis de 

détecter le glucose.  

 

 

2. Les biocapteurs enzymatiques 

 

Au laboratoire, des biocapteurs enzymatiques ont été développés dans le but de 

mesurer la concentration extracellulaire de diverses molécules chimiques. Le principe de 

détection est commun aux différents biocapteurs. Nos biocapteurs enzymatiques sont 

composés d’un fil de platine (90% Pt/10% Ir) de 25 μm de diamètre. Ce dernier est inséré 

dans un capillaire en verre étiré, seule la pointe d’une taille de 100μm va dépasser. La pointe 

du fil de platine est recouverte d’une couche d’une membrane sélective, la poly-m-

phénylenediamine, déposée par électropolymérisation. Cette membrane établit un filtre 

stérique ne laissant diffuser que les molécules de faible poids moléculaire comme le peroxyde 
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d’hydrogène (H2O2) et empêche les molécules oxydables endogènes plus volumineuses telles 

que la sérotonine ou l’acide ascorbique de s’oxyder au contact de l’électrode. Ensuite, une 

couche d’enzyme est déposée manuellement et immobilisée par réticulation avec du poly 

(ethylene glycol) diglycidyl ether (Vasylieva et al., 2011). 

 

 

 

Figure 1 : Schéma d’un biocapteur                                                                                                                     

La molécule biologique vient se fixer spécifiquement sur le biorécepteur. Le transducteur va ensuite 

traduire cette détection en un signal électrique. 

 

 

 

 

 

 

Ces biocapteurs ont la particularité d’être petits. Leur partie sensible a un diamètre de 

40μm et une longueur de 100μm, ce qui leur permet de préserver l’intégrité de la barrière 

hématoencéphalique et du système nerveux lors de leur insertion. Nous possédons au 

laboratoire des biocapteurs à D-sérine, à glutamate, à lactate et à glucose. Le principe est le 

même pour chaque biocapteur, il suffit de changer l’enzyme pour détecter spécifiquement une 

biorécepteur teu
transducteur 

signal 

Figure 2 : Principe général d’un 

biocapteur enzymatique. 

A. Photographie d’un biocapteur  

B. Représentation schématique de la 

pointe d’un biocapteur. Le fil de platine 

au centre, d’une longueur de 100μm, est 

recouvert par une couche de poly-m-

phénylenediamine. L’ensemble est 

recouvert d’une couche d’enzyme.  
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autre molécule. La majorité des expériences de ce travail de thèse ont utilisé ces biocapteurs 

enzymatiques pour enregistrer les concentrations extracellulaires de D-serine et de glutamate. 

 

2.1  Biocapteurs à D-sérine 

 

 Le biocapteur à D-sérine a été mis au point par Pernot et al. (2008). Il est recouvert d’une 

enzyme spécifique de la D-sérine, la D-amino acide oxydase de Rhodotorula gracilis 

(Pollegioni et al., 1997, Pollegioni et al., 2008). La DAAO dégrade la D-sérine en 

hydroxypyruvate. Il y a en même temps production de peroxyde d’hydrogène (H2O2) qui va 

être oxydé au contact du fil de platine et produire un courant électrique (figure 3). Lorsque le 

biocapteur détecte de la D-sérine, il y a génération d’un saut de courant proportionnel à sa 

concentration. Ce biocapteur détecte la D-sérine avec un temps de réponse de 3.7 ± 0.9 

secondes (Vasylieva et al., 2011).  

 

 

Figure 3 : Réaction enzymatique permettant la détection de la D-sérine 

 

 

2.2  Biocapteurs à glutamate 

 

 Ce biocapteur est recouvert de l’enzyme de dégradation du glutamate, la glutamate 

oxydase. Elle oxyde le glutamate en α-cétoglutarate + NH3. Comme précédemment, il y a 

production d’H2O2 et ainsi formation d’un courant électrique (figure 4). Le temps de réponse 

du capteur glutamate est de 3.6 ± 0.5 s (Vasylieva et al., 2011).  

 

 

Figure 4 : Réaction enzymatique permettant la détection du glutamate 
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2.3  Biocapteurs contrôles 

 

 Les biocapteurs contrôles sont recouverts d’une couche d’albumine de sérum bovin 

(BSA). Ils détectent exactement les mêmes courants non spécifiques dus au transfert 

d’électrons entre le milieu extracellulaire et l’électrode, ou à l’oxydation de l’H2O2 endogène 

présent dans le SNC. En revanche, ils ne détectent pas le courant produit par l’oxydation 

spécifique de la D-sérine ou du glutamate par exemple.  

 

 

3. Acquisition 

 

 Les enregistrements ampérométriques sont réalisés à l’aide d’un amplificateur 

éléctrochimique VA-10 (NPI electronique) connecté à deux têtes d’amplification (500 M  de 

résistance) reliées à une carte d’acquisition ITC-18 (Instrutech), le tout commandé par le 

logiciel Igor Pro 6.0 (Instrutech). Les enregistrements ampérométriques sont effectués à un 

potentiel constant de +500mV par rapport à une électrode de référence Ag/AgCl.  

 

 

4. Calibration des biocapteurs enzymatiques 

 

 Avant et après chaque expérience in vitro ou in vivo, les biocapteurs sont calibrés pour la 

D-sérine ou le glutamate et la sérotonine (un exemple de molécule endogène oxydable) dans 

une solution de tampon phosphate (PBS, 0,01M, pH 7,4). Si la sensibilité du biocapteur 

diminue de plus de 25% entre le début et la fin de l’enregistrement ou que la couche de PPD 

perd de son efficacité (le biocapteur détecte plus de 1pA/10μM de sérotonine), l’expérience 

est alors rejetée, ce qui représente 5 à 10 % des expériences.  

 

 

 

B. Principe de l’immunofluorescence et de sa détection 
 

1. Importance de la technique de marquage utilisée pour quantifier la mort 

neuronale 

 

 Un de mes objectifs est de déterminer une méthode de comptage pour quantifier 

précisément la mort neuronale par excitotoxicité. Le choix du marqueur est primordial. Il 

existe plusieurs types de marquages spécifiques de la mort neuronale comme notamment le 

Fluoro-jade C (FJC), utilisé pour mettre en évidence les neurones en dégénérescence (Rossetti 

et al., 2012) ou le marquage tunel (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End 

Labelling) permettant de détecter l’ADN fragmenté, résultat d’une réaction apoptotique, par 

marquage des extrémités des acides nucléiques (Lai et al., 2009).  Le fluorojade marque les 

neurones en souffrance à un instant précis mais cela ne signifie pas que ces neurones 

évolueront tous vers la mort cellulaire. Le marquage TUNEL, quant à lui, est spécifique des 
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processus apoptotiques et ne marque que faiblement les neurones nécrotiques (Loo, 2011). 

Or, l’excitotoxicité médiée par le glutamate et peut être, la D-sérine, induit aussi bien une 

mort cellulaire de type apoptotique que nécrotique. Pour nous affranchir des biais 

méthodologiques liés au choix d’un biomarqueur de la mort neuronale, nous avons choisi de 

compter le nombre de neurones marqués et de déterminer leur densité sur des coupes de 

cerveau fixé. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser un marqueur spécifique des neurones, 

NeuN. Il est à la fois nucléaire et cytoplasmique (Schauwecker, 2010). Pour détecter NeuN, 

nous avons choisi une technique courante d’immunofluorescence ou NeuN est détecté par un 

anticorps secondaire couplé lui-même à un fluorochrome.  

 

 

2. Principe de l’immunofluorescence 

 

L’immunofluorescence consiste à marquer un antigène dans un tissu ou une cellule par 

un anticorps primaire spécifique. Ce dernier est marqué par un anticorps secondaire couplé à 

un fluorochrome qui sera détecté par un microscope à fluorescence. Plusieurs anticorps 

secondaires peuvent se fixer sur un anticorps primaire ce qui permet une amplification du 

signal de détection (Figure 5).  

 

 

 

Figure 5 : Schéma du principe de l’immunofluorescence 

L’anticorps primaire se fixe spécifiquement sur l’antigène. L’anticorps secondaire, spécifique de 

l’anticorps primaire, se fixe sur ce dernier. Il est couplé à un fluorochrome. Ce système va permettre la 

détection d’un antigène donné. 

 

 

 

2.1  Les fluorochromes 

 

Les fluorochromes sont caractérisés par leur longueur d’onde d’excitation et 

d’émission qui leur sont propres. Ils absorbent la lumière à une longueur d’onde donnée et 
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émettent de la lumière à une longueur d’onde plus élevée. Plusieurs critères sont importants 

pour définir un fluorochrome. Le premier est le déplacement de stokes, c’est la distance entre 

les maxima d’excitation et d’émission. Plus cette distance est grande, plus il est facile de 

discriminer la lumière d’excitation utilisée de la lumière émise par le fluorochrome. Le 

second est la durée de vie de la fluorescence. Elle correspond à la durée pendant laquelle un 

fluorochrome demeure dans un état excité. La majorité des fluorochromes ont une durée de 

vie de l’ordre de la nanoseconde. Un temps court permet plusieurs excitations successives car 

le fluorochrome repasse rapidement dans son état fondamental. Le troisième critère est le 

rendement quantique. Il correspond au rapport entre le nombre de photons émis et le nombre 

de photons absorbés par la molécule. Les fluorochromes ont des rendements quantiques 

compris entre 0.1 et 1. Le dernier critère est le coefficient d’extinction. Plus ce coefficient est 

grand, plus la fluorescence sera élevée pour une intensité lumineuse d’excitation égale.  

 

 

2.2  Marquages immunofluorescents sur tranche de cerveau 

 

Lors de mon travail de thèse, j’ai réalisé des doubles marquages immunofluorescents 

sur coupe de cerveau de 20 μm d’épaisseur. J’ai utilisé un marquage spécifique des neurones 

à l’aide de l’anticorps primaire monoclonal de souris NeuN. La protéine NeuN est localisée 

dans le noyau et le périkarion des neurones (Schauwecker, 2010). L’anticorps primaire anti 

NeuN est reconnu par un anticorps secondaire de chèvre anti souris couplé à un fluorochrome, 

l’Alexa 488. J’ai également utilisé comme deuxième marquage un intercalant de l’ADN : le 

DAPI. Il marque tous les noyaux, à la fois neuronaux et gliaux. L’acquisition des images a été 

effectuée à l’aide d’un microscope Leica SP5. L’Alexa 488 a un maximum d’absorption à 488 

nm et son maximum d’émission se trouve à 519 nm. Lors de notre acquisition d’image, on a 

déterminé une fenêtre de détection entre 510 et 613 nm.  En ce qui concerne le DAPI, son 

maximum d’absorption se trouve à 372 nm et son maximum d’émission se situe à 456 nm. On 

a choisi lors de nos acquisitions une fenêtre d’émission entre 418 et 473nm. Nos acquisitions 

ont été faites en mode séquentiel pour éviter les interférences possibles entre les 2 canaux 

d’acquisition. Pour diminuer le bruit photoélectronique, le laser passe plusieurs fois sur le 

même plan en z. Concernant les images vertes, le laser effectue 3 passages et pour les images 

bleues, le laser effectue 2 passages pour chaque plan en z.    

 

 

3. Détection de l’immunofluorescence : le microscope confocal 

3.1  Principe général 

 

Le principe du microscope confocal a été décrit en 1957 par Minsky. Un microscope 

confocal permet de réaliser des images de faible profondeur de champ, appelées sections 

optiques. En microscopie à épifluorescence, dite classique, un des désavantages est la 

présence de bruit de fond lié à l’épaisseur de l’objet. Une image nette est difficile à obtenir en 

raison de l’excitation de fluorophores en dehors du plan focal. Du bruit de fond provenant des 

plans supérieurs et inférieurs se superpose à l’image du plan observé. Ceci est dû à une 
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excitation par le laser de tous les fluorochromes situés sur le trajet lumineux. Le microscope 

confocal permet de supprimer la lumière provenant des coupes optiques supérieures et 

inférieures. Des trous de filtrage (pinholes) sont positionnés devant la source lumineuse et 

devant le détecteur et laissent passer uniquement les photons provenant du plan focal. La 

fluorescence hors champ est bloquée.  

Pour notre étude, un microscope confocal à balayage laser a été utilisé, c’est-à-dire 

qu’un laser est utilisé comme source de lumière et balaye point par point l’objet à analyser.  

Le balayage laser peut être effectué de deux manières. Premièrement, par déplacement en XY 

de l’objet sous un faisceau fixe. Deuxièmement, par la présence de miroir de balayage dont la 

rotation permet la modification de l’angle d’incidence d’illumination du faisceau laser sur 

l’échantillon.  Un miroir dichroïque est également présent et permet de séparer la lumière 

émise par le laser de celle reçue en réponse à l’excitation de l’échantillon et de recueillir 

uniquement celle provenant de l’échantillon. Le signal résultant de l’excitation des 

fluorochromes est capté par les photomultiplicateurs. Le signal reçu est ensuite amplifié, traité 

pour améliorer le signal et intégré informatiquement (Figure 6). 

 

 

 

 

Figure 6 : Schéma du principe de la confocalité. A. Schéma du fonctionnement du microscope 

confocal. B. Schéma représentant les miroirs de balayage permettant le balayage laser en XY. D’après  

(http://medphar.univ-poitiers.fr/Acp_med/CoursM/confocal/imp.pdf, Marksteiner et al., 1990). 

 

 

3.2  Convention de couleur 

 

Le signal d’excitation de l’échantillon reçu par les photomultiplicateurs est transformé 

en un signal fonction de l’intensité lumineuse en un point donné. A chaque pixel est associée 

une valeur numérique proportionnelle à l’intensité lumineuse reçue. Les images ainsi 

obtenues après numérisation du signal sont monochromes, exprimées en niveaux de gris, 

représentés par des nombres de 8-bits, c'est-à-dire 256 niveaux de gris.  Elles peuvent être 
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colorées artificiellement par des fausses couleurs. Toutes les couleurs représentées en 

microscopie confocal sont artificielles et suivent une correspondance répertoriée dans une 

table des couleurs ou LUT (Look-Up-Table). Pour une image 8-bits, il s’agit d’un tableau de 

256 couleurs.  

 

4. Le choix du seuillage, étape déterminante de l’analyse d’image 

 

Dans ce travail de thèse, nous avons utilisé le logiciel image J comme outil pour l’analyse 

d’image. Ce logiciel a l’avantage d’être gratuit et compatible avec l’ensemble des images 

acquises, il ne dépend pas du type de microscope utilisé. Il permet de traiter de façon 

automatique et identique les images à analyser. Pour notre analyse d’image, nous avons utilisé 

des fonctions présentes dans ce logiciel. L’étape cruciale pour la quantification est le choix du 

seuillage automatique. Image J possède 16 seuillages différents. Cela permet de séparer 

correctement les objets du fond. Pour établir une quantification correcte, il est très important 

de choisir un seuillage adapté. Chaque pixel de l’image possède un niveau de gris variant de 0 

(noir) à 255 (blanc) pour une image codée sur 8 bits. L’image peut ainsi être représentée par 

un histogramme représentant les 256 niveaux de gris et leur fréquence d’apparition dans 

l’image (figure 7, A3 et B3). Comme sur nos images, le fond est largement présent, cela 

forme un pic tandis que les objets (les neurones) sont définis par une trainée de point car ils 

n’ont pas une intensité homogène. Le seuillage consiste à binariser l’image pour la représenter 

en noir et blanc. Pour cela, un seuil est défini en dessous duquel l’intensité des pixels est fixée 

à zéro, et à 1 au dessus. Un bon seuillage consiste à fixer à zéro la valeur des pixels du fond et 

à 1 ceux correspondant aux objets (figure7, A2, A3) tandis qu’un mauvais seuillage fixe à 1 

des pixels appartenant également au fond (figure 7, B2, B3). Notre macro propose 16 

différents seuillages automatiques : Huang, Li, Moments, etc…..Nous avons déterminé 

empiriquement que la méthode Moments permettait une quantification reproductible dans les 

zones où les neurones sont espacés comme le cortex, le thalamus, l’amygdale, le hile et le 

cortex alors que la méthode Li convient pour les zones où les neurones sont serrés les uns 

contre les autres comme l’hippocampe CA1 et CA3 ou dans le gyrus denté.  

 

 

Figure 7 : Exemple du seuillage d’une image de cortex de rat. A1, B1 : image de départ. A2, B2 : 

image seuillée. A3, B3 : histogramme représentant l’intervalle de seuillage utilisé. 
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III. Régulation de la 

D-sérine in vivo 
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Chapitre 1 
 

D-Serine diffusion through the blood-brain barrier: 

effect on D-serine compartmentalization and storage 
   

 
 Dans ce chapitre, grâce à nos biocapteurs enzymatiques développés au laboratoire, nous 

avons pu évaluer la diffusion de la D-sérine à travers la barrière hématoencéphalique en 

occasionnant des dommages minimes ainsi qu’estimer la concentration de D-sérine présente 

dans différents compartiments. Cet article a été publié dans Neurochemistry international en 

mars 2012 (Neurochemistry International 60 (2012) 837–845).  
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Abstract 

 D-serine is a co-agonist of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors. It has been 

implicated in the etiology of schizophrenia and has shown efficacy as an adjuvant to reduce 

positive and negative symptoms of schizophrenia. In addition, D-serine can modulate 

cognition in animals when administered alone. However, the neurochemical effects of 

exogenous D-serine on extra- and intracellular D-serine brain levels are poorly understood. In 

this study, we used both high performance liquid chromatography (HPLC) and enzyme-based 

microelectrode biosensors to quantify D-serine in the rat brain. We demonstrated levels of 

2.3-2.8 μM in the extracellular medium, 4 μM in plasma and 188 pmol/mg in brain tissue 

samples. An intraperitoneal (i.p.) D-serine injection (1 g/kg) produced a slow increase in 

extracellular D-serine concentration in the cortex despite a surge in D-serine up to 13 mM in 

the plasma, indicating poor diffusion through the blood-brain barrier. Using the respective 

volume fractions of blood, extracellular and intracellular spaces published in the literature, we 

estimated that D-serine intracellular stores represented more than 99% of total D-serine. 

These intracellular stores almost doubled 3 h after D-serine administration. Overall, our data 

indicate that D-serine administration increases brain extra- and intracellular concentrations 

despite weak diffusion through the blood-brain barrier. These results pave the way for a better 

understanding of the neurochemical mechanisms by which D-serine administration modulates 

cognition. 

 

Highlights 

 Brain D-serine is concentrated in intracellular stores. 

 D-serine diffuses poorly through the blood-brain barrier. 

 D-serine administration changes its intra- and extracellular concentrations in the brain. 
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1. Introduction 

 

D-serine is present in forebrain regions of the vertebrate central nervous system (CNS) 

and is enriched in glial cells, where it functions as a gliotransmitter (Oliet and Mothet, 2006, 

Williams et al., 2006). D-serine binds to N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors and 

competes with glycine at the co-agonist binding site on the NR1 subunit (Mothet et al., 

2000b). As an NMDA receptor coagonist, D-serine has been implicated in most NMDA-

related physiological functions, such as synaptic plasticity (Panatier et al., 2006, Henneberger 

et al., 2010) and brain development (Kim et al., 2005). It is also involved in several 

neurological and psychiatric diseases. Excessive D-serine is believed to contribute to NMDA 

receptor overactivation and excitotoxic neuronal insult during ischemia (Shleper et al., 2005, 

Katsuki et al., 2007, Kirschner et al., 2009a), amyotrophic lateral sclerosis (Sasabe et al., 

2007, Thompson et al., 2011) and Alzheimer’s disease (Hashimoto et al., 2004). Conversely, 

insufficient brain D-serine levels and NMDA receptor hypoactivation may contribute to the 

etiology of schizophrenia (Coyle and Tsai, 2004, Labrie et al., 2011). In fact, oral D-serine 

administration as an adjuvant to classical antipsychotic treatment has been shown to 

ameliorate both positive and negative symptoms of schizophrenia (Tsai et al., 1998, Heresco-

Levy et al., 2005, Lane et al., 2010). Oral D-serine has also been shown to alleviate 

behavioral and motor symptoms in Parkinson’s disease when administered as add-on therapy 

to on-going medications such as L-DOPA (Gelfin et al., 2011). In addition, D-serine may 

improve the extinction of traumatic memories in post-traumatic stress disorder (Heresco-Levy 

et al., 2009). 

D-serine can also modulate cognition in animals. Peripheral D-serine injection 

improves spatial memory (Zhang et al., 2008) and novel object recognition memory (Smith et 

al., 2009, Bado et al., 2011). Interestingly, D-serine also improves the extinction of fear-

conditioning (Matsuda et al., 2010) and of cocaine-induced conditioned place preference 

(Yang et al., 2010a). However, the neurochemical mechanisms by which peripheral D-serine 

administration exerts effects on cognitive performance are still unclear. In particular, the 

extent to which exogenous administration alters brain D-serine concentration and hence 

modulates NMDA receptors has not been well characterized.  

Investigating the diffusion of neuroactive molecules through the blood-brain barrier is 

a difficult technical challenge. Invasive sampling techniques like microdialysis can damage 

blood vessels and overestimate the diffusion of the molecule of interest into the brain. 

Radioactive tracers may also overestimate, as they do not differentiate the fraction of the 

molecule that is metabolized and thus inactivated from the fraction that retains its biochemical 

activity. We recently developed enzyme-based microelectrode biosensors that can specifically 

detect D-serine in the brain (Pernot et al., 2008). The small size of these biosensors (sensing 

tip 40 μm in diameter and 100 μm in length) offers a potentially attractive method for 

investigating D-serine diffusion into the brain with minimal damage to the blood-brain 

barrier. 

This study combined the use of these microelectrode biosensors with high-

performance liquid chromatography (HPLC) to quantify D-serine concentrations in the 

extracellular space, blood and whole brain tissue and to estimate the amount of D-serine 
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stored in intracellular compartments in the rat. We then quantified the effects of peripheral D-

serine administration on its concentration in these different brain compartments. 

 

 

2. Materials and Methods 

 

2.1  Microelectrode biosensor recordings 

 

D-Serine microelectrode biosensors were prepared as previously described (Pernot et 

al., 2008, Vasylieva et al., 2011). Briefly, the biosensors consisted of a 25 μm 90% Pt/10% Ir 

wire (Goodfellow, Huntington, UK) with a tip that protruded from a pulled glass micropipette 

by 100 μm. The platinum wire was coated with an electropolymerized layer of poly-m-

phenylenediamine (PPD) and a manually-deposited layer of Rhodotorula gracilis D-amino 

acid oxidase (DAAO, EC 1.4.3.3., Pollegioni et al., 1997, Pollegioni et al., 2008), 

immobilized by cross-linking with glutaraldehyde  (Pernot et al., 2008) or poly (ethylene 

glycol) diglycidyl ether (Vasylieva et al., 2011). Amperometric recordings were performed 

using a VA-10 electrochemistry amplifier (NPI electronics, Tamm, Germany) with a two-

electrode potentiostat (500 M  feedback resistor) connected to an ITC-18 acquisition board 

(Instrutech, Port Washington, NY) and controlled by homemade software based on Igor Pro 

6.0 procedures (Wavemetrics, Eugene, OR). The holding potential for amperometric 

recordings was set to 500 mV versus Ag/AgCl, and the oxidation current was sampled at 1 

kHz with a 20 Hz low-pass filter and averaged over 1000 points, yielding a final sampling 

frequency of 1 Hz. Biosensors were calibrated for D-serine and serotonin (5-HT) detection in 

phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M, pH 7.4) before and after in vivo recordings. If the 

biosensor sensitivity diminished by more than 25% during the course of the in vivo recording, 

or if the PPD screening layer lost its efficacy (more than 1 pA/10 μM 5-HT detected), data 

from that experiment were discarded. This happened in about 5-10% of the experiments. 

 

2.2. Animals and in vivo experiments 

In vivo experiments were performed on male Wistar rats (Elevage Janvier, Le Genest 

Saint Isle, France) weighing 250–350 g.  All experimental protocols were approved by the 

local committee on animals in research at the University Claude Bernard Lyon I and were 

performed in accordance with European directive 86/609/CEE. Rats were anesthetized by i.p. 

administration of ketamine-xylazine (80 mg/kg ketamine, 4 mg/kg xylazine for induction, 

then continuous perfusion of 1–1.2 mg/kg/min ketamine, 50–60 μg/kg/min xylazine) or 

urethane (1.5–2 g/kg, Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). After basal D-serine levels in 

the frontal cortex were demonstrated to be similar under ketamine-xylazine (3.1 ± 0.4 μM) 

and urethane anesthesia, all further experiments were performed under urethane anesthesia. 

Rats were immobilized in a stereotactic apparatus (Stoelting Corporation, Wood Dale, IL), 

and body temperature was maintained at 37 °C using a homeothermic blanket (LSI Letica, 

Barcelona, Spain). An Ag/AgCl reference electrode was placed on top of the skull and 

regularly wetted with PBS to maintain electrical contact. Biosensors were implanted in the 

frontal cortex (all coordinates in mm from Bregma: 3.0 AP, ±1.0 ML, -1.5 DV), hippocampus 
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(-3.5 AP, ±2 ML, -3 DV), cerebellum (-11.2 AP, ±1 ML, -1.5 DV)), lateral ventricle (-0.9 AP, 

±1.5 ML, -3.0 DV) or cisterna magna (-11.7 AP, ±0.0 ML, -9.4 DV with a 30° angle). 

Simultaneously, a D-serine biosensor was inserted into the area of interest and a control 

biosensor coated with bovine serum albumin (BSA) was inserted contralaterally at the same 

coordinates (Fig. 1A). The control biosensor detects the same currents as the D-serine 

biosensor (i.e. endogenous oxidizable molecules, pH changes, and endogenous peroxide) with 

the exception of D-serine, and both control and D-serine biosensors record 10–15 pA of 

background current in PBS (Fig. 1B). Amperometric recordings began between 60 and 90 

min after implantation, once the electrochemical current recorded by the biosensor had 

stabilized. At the conclusion of the experiment, to estimate in vivo extracellular D-serine 

concentrations, the oxidation current recorded by the biosensor was divided by its sensitivity 

in standard solutions. 

 

2.3. Brain and serum samples 

For brain samples used in HPLC experiments, rats were decapitated under isoflurane 

anesthesia. The brain was quickly extracted and 2–3 mL of blood was collected in a 

microcentrifuge tube.  The cerebrum and cerebellum/brainstem were separated before 

freezing in liquid nitrogen. Brain tissue from the cerebrum was then homogenized in 5 ml of 

5% trichloroacetic acid (TCA) to precipitate macromolecules. The homogenates were 

centrifuged at 8,000 ×g for 15 min, and supernatant was subjected to six extractions with 

ether before storage at -80 °C. D-serine concentration in was then determined with HPLC. 

Blood samples were taken from 4 groups of rats at different time points (n = 6): before 

D-serine administration (1 g/kg, i.p.), and 30 min, 1 h and 3 h after administration. Trunk 

blood was collected after decapitation and centrifuged at 2,000 ×g for 15 min. Serum was 

then treated identically to supernatant from brain tissue (precipitation with TCA, 

centrifugation and extraction with ether). D-serine concentration was then determined with 

HPLC. 

For determination of brain density, brains were extracted from six deeply anesthetized 

rats and weighed. Brains were then placed two at a time into a 10 mL graduated cylinder, and 

3 mL of water was added to completely cover the brains and eliminate air bubbles. The total 

volume of the two brains was defined as the level on the cylinder minus 3 mL, and this value 

was used to compute brain density.  

 

2.4. Perfusion 

To eliminate blood from brain samples, deeply anesthetized animals were perfused 

through the aorta with warm Ringer’s solution (NaCl 8, KCl 0.2, CaCl2 0.1342, NaHCO3 20 

and glucose 1 in g/L, CDM Lavoisier, France) containing 5,000 U/L heparin (Heparine choay, 

Sanofi-Aventis, France) for 2–3 min, then for 10 min with Ringer’s solution at 4 °C (40 

mL/min). To evaluate the efficacy of the perfusion, animals were injected with 200 mg/kg 
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fluorescein (i.p.), then decapitated 1 h later and perfused with Ringer’s solution. Brains were 

then homogenized, and proteins were precipitated using TCA prior to centrifugation (see 

detailed methods above). The supernatant was diluted in a final volume of 25 mL of PBS 

(0.01 M, pH 7.4), and fluorescence was measured by a GENios Pro XFluor 4 (TECAN, 

Trappes, France) with 486 nm excitation and 535 nm emission filters. 

 

2.5. HPLC 

HPLC measurements were performed using a Waters Alliance instrument (Waters 

Corporation, Guyancourt, France) with a Waters symmetry column (4.6  250 mm). The 

column and sample compartments were kept at 30 and 8 °C, respectively. Flow rate was set at 

1 ml/min and run time was 20 min for all analyses. Amino acid standards and brain samples 

were derivatized in 50 μl aliquots treated with 0.8 mg N-acetyl-cysteine and 0.25 mg o-

phthaldialdehyde in a 0.1 M borate buffer, pH 10.4. L- and D-serine were eluted with an 

isocratic method using phase A (990 ml of 0.1 M sodium acetate and 10 ml tetrahydrofurane, 

pH 6.2); the column was washed using phase B (500 ml of 0.1 M sodium acetate, 470 ml 

acetonitrile, 30 ml tetrahydrofurane, pH 6.2). Amino acid derivatives were detected using a 

Waters fluorescence detector (excitation 344 nm, emission 443 nm), and data were acquired 

using the Empower Pro software package (Waters Corporation, Guyancourt, France). 

Calibration of D-serine detection was performed using a 7-point standard curve.  

 

2.6. Statistical analysis 

Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Statistical 

comparisons between two groups were performed using a Student’s t test for equal or unequal 

variance according to the F test (Excel Statistics toolpack). Statistical comparisons of three or 

more groups were performed using an ANOVA followed by Fisher’s LSD post hoc test 

(SPSS 12.0). 
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3. Results  

 

3.1. Basal D-serine levels 

The current detected by the D-serine biosensors in vivo was higher than that detected 

by the control biosensors, revealing the presence of D-serine in the interstitial fluid. 

Following a stabilization period of 60 to 90 min, the signal detected by the D-serine sensor 

did not show any noticeable spontaneous variations. As shown in Figure 1B, the difference in 

the current detected by D-serine versus control biosensors was 37.8 ± 7.2 pA in the frontal 

cortex (n = 13, p < 0.01), 42.4 ± 6.5 pA in the hippocampus (n = 7, p < 0.01), but only 5.5 ± 

5.2 pA in the cerebellum, (n = 11, p = 0.3). Within the cerebrospinal fluid, D-serine oxidation 

currents were higher in the lateral ventricle (85.7 ± 11.2 pA, n = 6, p<0.01) than in the 

cisterna magna (36.2 ± 7.7 pA, n = 6, p<0.01). 

Following normalization of the sensitivity of each sensor, calibrated after each 

experiment (mean of 16 pA/μM), the current difference represented a basal concentration of 

2.3 ± 0.4 μM D-serine in the frontal cortex and 2.8 ± 0.4 μM D-serine in the hippocampus 

(Fig. 1C). In the cerebellum, no significant difference in current was detected between the D-

serine and control sensors, likely because the extracellular concentration of D-serine in the 

cerebellum was below the detection limit of our D-serine biosensors in vivo, which was 

estimated to be around 0.6 μM (see supplementary material). In the cerebrospinal fluid (CSF), 

D-serine concentration was estimated to be 5.4 ± 0.7 μM in the lateral ventricle and 1.6 ± 0.3 

μM in the cisterna magna. Statistical analysis revealed that D-serine was present in similar 

amounts in cortex, hippocampus and cisterna magna, but levels were significantly higher in 

the lateral ventricle [F(3,24) = 10.4, p < 0.01]. 

 

3.2. Effect of peripheral administration of D-serine on extracellular concentrations 

After peripheral administration of D-serine (1 g/kg, i.p.), levels in the frontal cortex 

increased slowly from a baseline value of 2.3 ± 0.4 μM to 7.4 ± 1.1 μM (Fig. 2AC, p < 0.01). 

In contrast, D-serine increased more rapidly in the CSF. In the lateral ventricle, D-serine 

increased from 5.4 ± 0.7 μM to 28.3 ± 3.8 μM in about 45 min, then decreased slowly to 19.3 

± 3.2 μM by 3 h (Fig. 2BC, p < 0.01). The kinetics of D-serine diffusion through the blood-

brain and blood-CSF barriers were clearly different. However, because the lateral ventricle is 

a deeper brain structure (DV: 3 mm) than the cortex (DV: 1.5 mm), minor contamination 

from blood cannot be excluded in our CSF measurements. 
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Figure 1. Basal D-serine levels in the rat brain. A. Left: schematic representation of the 

experimental procedure in which a D-serine biosensor (coated with DAAO) and a control 

biosensor (coated with BSA) are implanted simultaneously in the frontal cortex. Right: 

representative recording from the frontal cortex. The difference in basal currents recorded by 

the two biosensors reveals the specific D-serine oxidation current, which represents its 

extracellular concentration. B. Basal currents measured in the rat frontal cortex (n = 13), 

hippocampus (n = 7), cerebellum (n = 11), lateral ventricle (n = 6), cisterna magna (n = 6) or 

in PBS (n = 18). C. Basal D-serine concentrations estimated from the oxidation currents 

measured in vivo. D-serine concentration in the cerebellum was below the in vivo detection 

limit of the biosensors, indicated by the solid line. *p < 0.05 relative to control biosensor 

(Student t test). 

 

3.3. Blood D-serine concentration 

Basal D-serine concentration in the serum was 4.0 ± 0.9 μM, in accordance with 

previous measurements by Hashimoto et al. (1992b). At 30 min after D-serine administration 

(1 g/kg, i.p.), concentration in the serum increased dramatically to 12.9 ± 1.3 mM, then 

decreased markedly to 7.2 ± 0.5 mM and 2.1 ± 0.2 mM at 1 and 3 h, respectively (Fig. 3). 

Therefore, during the 3 h following administration, there was a gradient that ranged from 
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300:1 (3 h) to 2000:1 (1 h) in D-serine concentration between the bloodstream and the brain 

extracellular fluid or CSF. 

 

3.4. Total D-serine in brain tissue  

 Total brain homogenates contained 188 ± 10 pmol D-serine/mg of wet tissue (Fig. 

4A, n=12), similar to the amounts detected by other HPLC methods (Hashimoto et al., 1992b, 

Hashimoto, 2002). At 3 h after D-serine injection (1 g/kg), D-serine amounts increased to 415 

± 11 pmol/mg wet tissue (Fig. 4B, n=6). By contrast, L-serine amounts did not increase 

significantly at 3 h after D-serine administration (566 ± 40 pmol/mg) relative to controls (531 

± 18 pmol/mg) (n = 6, data not shown).  

D-serine concentration increased about 1000-fold in the bloodstream after i.p. 

administration, which could have impacted total brain D-serine levels. Therefore, we 

replicated these measurements in animals that had been perfused to decrease the amount of 

blood D-serine. In brains from perfused animals (n = 6), basal D-serine levels were 149 ± 10 

pmol/mg of wet tissue, which increased significantly to 388 ± 25 pmol/mg at 3 h after D-

serine administration (n=6). An ANOVA followed by LSD post-hoc test revealed that D-

serine injection had a significant effect of D-serine brain tissue levels ([F(3, 26) = 80.7, p < 

0.01]). D-serine injection increased tissue levels significantly in both perfused and non-

perfused animals (n = 6, p < 0.01). Moreover, perfusion tended to slightly but non-

significantly decrease brain D-serine levels compared to the standard brain sampling 

technique, possibly because it introduced a delay for freezing the tissue.  

To estimate the fraction of blood D-serine that was removed by perfusion, rats 

received fluoresceine (200 mg/kg, i.p.), a fluorescent marker that does not cross the blood-

brain barrier (Hawkins and Egleton, 2006). The fluorescence of our brain samples at 535 nm 

decreased by 57% (Fig. 4C, non-perfused: 1.18 ± 0.04, perfused: 0.51 ± 0.07, relative 

fluorescence units, n = 6, p < 0.01). Thus, we estimate that the amount of blood D-serine 

removed from brain capillaries by perfusion was approximately 57%. The remaining 43% D-

serine was probably present in small capillaries that were not efficiently washed by our 

perfusion method, or adsorbed on the blood vessel walls. 

 

3.5 Comparison with L-serine 

As a comparison we performed a similar experiment with L-serine (1 g/kg, i.p.). L-

serine significantly increased whole-brain L-serine levels from 531 ± 18 pmol/mg to 1014 ± 

40 pmol/mg wet tissue at 3 h with no noticeable changes in D-serine levels (Fig. 4D, n=6, p < 

0.01). Therefore, i.p. administration of L-serine increased the total L-serine tissue levels to a 

greater extent (+483 pmol L-serine/mg) than D-serine tissue levels after D-serine 

administration (+221 pmol D-serine/mg wet tissue). 
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Figure 2. Extracellular D-serine after i.p. administration. D-serine recordings in the 

frontal cortex (A, red trace) and in CSF of the lateral ventricle (B, blue trace). The solid line 

and shading represent the mean and SEM, respectively. C. D-serine concentrations in the 

cerebral cortex and lateral ventricle at baseline and 3 h after administration. *p < 0.05 relative 

to basal levels (Student t test, n = 6). DS, D-serine. 

 

 

 

 

Figure 3. Serum D-serine after i.p. administration. D-serine concentration in the serum, 

quantified using HPLC, showed a significant increase immediately after administration, 

which declined but remained above baseline levels until at least 3 h. *p < 0.05 relative to 

basal level (ANOVA with LSD post-hoc, n = 6). 
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Figure 4. Total D-serine in brain homogenates. A. Representative chromatograms of rat 

brain homogenates from a control rat (solid line) and a rat administered D-serine 3 h earlier (n 

= 12). The D-serine peak appears at 13 min. B. D-serine in the cerebrum of control rats or rats 

administered D-serine (1 g/kg, i.p.) 3 h earlier, with perfusion or no perfusion. (n = 6) C. 

Fluorescence intensity of brain homogenates from rats injected with fluorescein (200 mg/kg, 

i.p.) with or without perfusion. Perfusion removed 57% of the fluorescein present in blood 

vessels (n = 6). D. L-serine amounts in the cerebrum of control rats or rats administered L-

serine (1 g/kg, i.p.) 3 h earlier. DS, D-serine; LS, L-serine; Perf, perfused; Non-Perf, non-

perfused. (n = 6). 

 

3.6. Computing intracellular stores of D-serine 

Brain tissue can be divided into three separate compartments: blood, extracellular 

space and intracellular space. Theoretical models based on ion diffusion experiments 

determined that these three compartments represent 5%, 20%, and 75% of total brain volume, 

respectively (Fig. 5A, Nicholson and Sykova, 1998). Our HPLC and biosensor experiments 

quantified D-serine concentrations in blood and extracellular space (in μM), as well as the 

total contents (in pmol/mg of wet tissue, Fig. 5B).  
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We first calculated rat brain density value to be 1.033 ± 0.002 (from 6 freshly sampled 

rat brains weighing 1.936 ± 0.028 g with volume 1.875 ± 0.029 mL). Next, using this density 

value, we converted the total brain D-serine concentration from 188 ± 10 pmol/mg of wet 

tissue to 182 ± 10 μM. The total brain volume being composed of 5% blood (4 μM D-serine) 

and 20% extracellular medium (2 to 3 μM D-serine), the remaining intracellular space 

contained a D-serine concentration that we estimated at 242 μM ([182 - 4×0.05 - 

2×0.2]/0.75).The same computation with our data obtained in perfused animals (assuming that 

57% of the blood was removed from the brain, and that extracellular D-serine levels were 

unchanged) yielded a slightly lower estimate of D-serine intracellular concentration of 190 

μM. Therefore, D-serine was concentrated by a factor of ~100 in the intracellular 

compartment, which represented 99.5 to 99.6% of the total D-serine present in the brain (Fig. 

5A).  

At 3 h after D-serine administration (1 g/kg, i.p.), intracellular concentration was 

estimated to be 394 μM (using data from non-perfused animals) or 442 μM (perfused animals, 

Fig. 5B). Therefore, both estimations indicated that intracellular stores of D-serine nearly 

doubled by 3 h after administration. 
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Figure 5. Brain D-serine compartmentalization before and after i.p. administration. A. 

The brain can be separated into three compartments, blood, extracellular space and 

intracellular space, representing 5%, 20%, and 75% of the total brain volume, respectively. D-

serine present in the intracellular compartment represented more than 99% of total brain D-

serine. B. Left: D-serine concentrations in blood, extracellular space and whole brain before 

and after D-serine (1 g/kg, i.p.). Right: Estimate of D-serine concentration in intracellular 

stores (right). See text for details on calculations. DS, D-serine. 

 

 

4. Discussion  

To quantify D-serine with minimal perturbation to the brain, we developed an 

enzymatic microelectrode biosensor based on the use of a high-affinity DAAO isoform for the 

detection of D-serine. This biosensor minimizes potential tissue lesions and inflammatory 

responses to implantation (Pernot et al., 2008, Vasylieva et al., 2011). 

 

4.1. Specificity and quantitative estimation of D-serine using microelectrode biosensors 

 

The enzyme DAAO is not specific for D-serine, as it oxidizes neutral D-amino acids 

like D-alanine, D-proline, and D-serine (Pollegioni et al., 1992b). However, DAAO-based 

microbiosensors may be considered selective for D-serine in the CNS in vivo, as the CNS is 

highly enriched in D-serine compared to other neutral D-amino acids (Hamase et al., 2005). 

We previously demonstrated a negligible difference (6%) between D-serine concentrations 

estimated by our biosensors and those measured using HPLC in rat brain homogenates 

(Pernot et al., 2008).  

In the present study, the selectivity of the DAAO-based biosensor for D-serine was 

further supported by the low estimates of basal D-serine concentrations. Furthermore, as 

expected based on previous reports, low oxidation currents were measured in the cerebellum, 

a brain structure known to be devoid of D-serine in adulthood, while high levels were found 

in the frontal cortex and hippocampus (Schell et al., 1997, Williams et al., 2006).  

HPLC is usually regarded as a more sensitive technique than biosensors, providing 

lower D-serine detection limits. For example, low D-serine levels can be measured in the 

cerebellum using HPLC, but not using biosensors (Horio et al., 2011). In addition, several 

amino acids can be analyzed simultaneously on the same chromatogram whereas current 

biosensors can only detect one molecule at a time. However, the small size of our biosensors 

is important for reducing the extent of tissue damage upon implantation of the probe, which is 

a crucial advantage in our study of D-serine diffusion through the blood-brain barrier.  

From a methodological point of view, the slow increase in D-serine extracellular 

concentration in response to D-serine injection argues in favor of the microelectrode 

biosensor technology over other techniques. In a previous study using microdialysis, 

Fukushima et al. (2004) found a 6-fold increase in D-serine extracellular concentration at 30 

min to 1 h after injection of only 50 mg/kg D-serine (20 times less than in the current study, 
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which observed a 2-fold increase). In addition, Ferraris et al. (2008) also detected changes in 

D-serine extracellular levels by microdialysis using doses as low as 30 mg/kg in rats. It is 

likely that the microdialysis probes disrupted the integrity of the blood-brain barrier, leading 

to supra-physiological levels of D-serine in the brain parenchyma due to diffusion from the 

intracellular compartment and blood. Therefore, biosensors of micrometric size seem 

preferable for studies requiring maintenance of blood-brain barrier integrity. The slow and 

modest increase in D-serine levels detected by our implanted microbiosensors following 

peripheral D-serine injection suggests that damage to the blood-brain barrier was indeed 

minimal. In particular, the kinetics of the increase in D-serine concentration in the 

extracellular medium did not follow those of the plasma D-serine concentration, indicating 

that the D-serine concentration in the two compartments varied independently. Moreover, the 

average distance between brain capillaries in the cortex is ~15 μm (Tsai et al., 2009), and no 

more than 10–20 capillaries could be injured upon microelectrode implantation. Whereas such 

minimal damage to the blood-brain barrier is clearly demonstrated in the cortex, the effects of 

biosensor penetration in deeper brain structures remain to be determined. 

 

 

4.2. Determination of D-serine concentrations in different brain compartments   

 

Microelectrode biosensors provide a valuable technique to estimate extracellular D-

serine concentrations. In the brain parenchyma, our biosensors measured concentrations of 2.3 

μM (frontal cortex) and 2.8 μM (hippocampus), which was 2~3-fold lower than those 

estimated by microdialysis (5.75–8.5 μM) (Hashimoto et al., 1995b, Ciriacks and Bowser, 

2004, Collombet et al., 2006b, Ferraris et al., 2008).This difference was possibly due to the 

minimal damage associated with the use of microelectrode biosensors versus microdialysis 

probes (Borland et al., 2005), or to differences between awake and anesthetized animals. 

Interestingly, D-serine concentrations in the CSF were found to differ between the cisterna 

magna (1.6 μM) and the third lateral ventricle (7 μM). The reason for these differences is not 

clear, but these data suggest that the ventricular network of the CNS is not homogenous for 

D-serine concentration. We speculate that D-serine levels decline in CSF exposed to more 

caudal brain regions, which have low D-serine concentration and high endogenous activity of 

the degrading enzyme DAAO, thus increasing reuptake and degradation, respectively.  

To quantify D-serine in the serum or and in forebrain homogenates, we used a more 

conventional HPLC method. Our method differed from that developed by Hashimoto et al. 

(1992b) in that we used N-acetyl-cysteine rather than boc-L-cysteine for derivatization. Our 

results were nonetheless very similar to those already published: 4 μM in the serum and 188 

pmol/mg of wet tissue in forebrain homogenates. 

Based on a three-compartment model of brain parenchyma, we estimated D-serine 

concentration within intracellular stores to be in the range of 190–240 μM. This value 

represents an average of all D-serine present inside brain cells, but its intracellular 

concentration is probably not homogeneous throughout different cell types of the forebrain. 

The issue of D-serine intracellular storage is currently a matter of debate. In C6 glioma cell 

cultures, a stable astrocytic cell line, extracellular D-serine levels in the culture medium are 

typically ~50 fold higher than intracellular levels (Kim et al., 2005), suggesting an ongoing 
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release process and limited intracellular storage capacity. However, intracellular organelles 

immunoreactive to D-serine have been observed in vitro (Martineau et al., 2008) and ex vivo 

(Williams et al., 2006), suggesting that intracellular stores do exist in the brain. More 

recently, Bergersen et al (2011) detected D-serine-immunoreactive synaptic-like vesicles in 

hippocampal astrocytes and estimated the D-serine intravesicular concentration at about 6 

mM. Our data now show these stores to contain more than 99% of the total D-serine present 

in the brain. It is likely that these stores are located in glial cells, especially astrocytes, radial 

glia and microglia (Williams et al., 2006). However, serine racemase, the D-serine 

synthesizing enzyme, is preferentially expressed in neurons (Miya et al., 2008) and the 

possibility of neuronal D-serine storage cannot be excluded. 

An essential property of chemical transmitters is their ability to be stored 

intracellularly and released into the interstitial medium in response to an appropriate stimulus. 

Our quantification of D-serine intracellular stores therefore fully supports the function of D-

serine as a neuro- or gliotransmitter to modulate synaptic transmission (Panatier et al., 2006, 

Henneberger et al., 2010). 

 

4.3. D-serine diffusion through the blood-brain barrier and implications for NMDA receptor 

potentiation by exogenous D-serine administration 

 

Small neutral amino acids (including serine) are transported across the blood-brain 

barrier by at least three transport systems: systems A, ASC and B
0+

 (Smith, 2000). Systems A 

and ASC are preferentially located at the capillary abluminal membrane and could be 

involved in D-serine efflux from the brain (Smith, 2000, Kasai et al., 2011). D-serine influx 

into the brain, by contrast, could be mediated by system B
0+

 (Czeredys et al., 2008). The IC50 

of these D-serine transporters is in the 10
-5

 to 10
-3 

M range at around 20 to 52 μM for Asc1 

(Fukasawa et al., 2000a, Rutter et al., 2007), 1 mM for ASCT2 (Utsunomiya-Tate et al., 

1996), and 180 μM for B
0,+

 (Hatanaka et al., 2002). Thus, in our experimental conditions 

(with blood D-serine concentration at 2–13 mM), D-serine transporters at the blood-brain 

barrier were likely saturated and functioning at their maximal velocity. In addition, non-

saturable, passive diffusion probably also occurred, as with most amino acids (Smith et al., 

1987, Tayarani et al., 1987).  

Despite a relatively slow and weak diffusion through the blood-brain barrier, 

peripheral administration of 1 g D-serine/kg nearly doubled the extracellular D-serine 

concentration in the cortex, and likely increased NMDA receptor activation. Since the co-

agonist binding site of the receptor is not saturated under normal conditions (Danysz and 

Parsons, 1998), it seems likely that even small variations in D-serine levels might affect the 

function of the ionotropic NMDA receptor. In fact, similar doses of D-serine were found to 

significantly improve memory performance (Zhang et al., 2008, Smith et al., 2009, Bado et 

al., 2011) and accelerate memory extinction (Matsuda et al., 2010, Yang et al., 2010a).  

Like D-serine, the non-essential amino acid L-serine diffuses poorly through the 

blood-brain barrier. In fact, the conventional method for measuring amino acid influx into the 

brain, in situ brain perfusion, is not sensitive enough to detect L-serine diffusion through the 

blood-brain barrier (Smith et al., 1987, Smith, 2000). Using autoradiographic technique, 

Bauer et al showed that D-serine brain uptake is comparatively higher than that of L-serine 
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(2005). Interestingly, the absolute change in L-serine brain contents in response to L-serine 

administration was larger (531 to 1014 pmol/mg of wet tissue = + 483 pmol/mg) than the 

change in brain D-serine following D-serine administration (188 to 415 pmol/mg wet tissue = 

+227 pmol/mg). Most likely, a fraction of the D-serine diffusing into the brain was 

metabolized and thus was no longer detected by HPLC or biosensor methods. These data 

provide indirect evidence for D-serine degradation in the forebrain. Because DAAO is 

expressed at very low levels in the forebrain, one likely candidate for D-serine degradation 

could be serine racemase, that can also function as an α,ȕ-eliminase and is capable of 

degrading D-serine in vitro (Foltyn et al., 2005, Wolosker, 2011). However, the details of 

such D-serine degradation are still poorly understood. 

Such degradation mechanisms could be potentially important for human therapeutic 

applications of oral D-serine administration. For example, D-serine has been tested 

successfully as an adjuvant to classical anti-psychotic treatments in schizophrenic patients 

(Tsai et al., 1998, Heresco-Levy et al., 2005, Lane et al., 2010, Labrie et al., 2011). D-serine 

has also shown promise as an adjuvant in Parkinson’s disease (Gelfin et al., 2011) and may 

have potential in post-traumatic stress disorder (Heresco-Levy et al., 2009). However, the 

maximal dose of D-serine that can be safely administered to patients is limited by its potential 

nephrotoxicity (Ganote et al., 1974, Orozco-Ibarra et al., 2007). Therefore, pharmacological 

strategies aimed at inhibiting D-serine degradation in the forebrain to increase its blood-brain 

diffusion could have potential applications to clinical practice. For example, co-administration 

of D-serine with DAAO inhibitors has been shown to improve D-serine diffusion into the 

brain (Ferraris et al., 2008), and was more powerful in attenuating prepulse inhibition deficits 

induced by dizocilpine in mice than was D-serine alone (Hashimoto et al., 2009). 

 

5. Conclusions 

Through the combined use of microelectrode biosensors and HPLC detection, D-

serine concentrations in different brain compartments were quantified, and the effect of 

peripheral D-serine administration on brain concentrations was determined. More than 99% of 

total brain D-serine appears to be concentrated in intracellular stores. In response to D-serine 

administration, D-serine extracellular and intracellular concentrations almost doubled, despite 

poor diffusion through the blood-brain barrier. By providing quantitative estimates of D-

serine brain concentrations, this study paves the way for a better understanding of the 

neurochemical mechanisms by which exogenous D-serine administration modulates 

cognition. 
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Supporting material:  

 

Determination of D-serine detection limit in vivo 

Two different types of detection limits must be considered in biosensor studies. The 

first is the lowest (fast) variation in D-serine concentration that can be detected by the DAAO 

biosensor. This value is easily computed as the D-serine concentration that generates an 

oxidation current at least 3 times the noise level recorded by the biosensor.  For recordings in 

standard solutions, our biosensor recordings show a very low level of noise (about 0.05 pA), 

and the detection limit is around 16 nM D-serine (16 nM D-serine, Pernot et al., 2008). In 

vivo, the electrophysiological noise corresponding to local field potentials is much higher. 

Using a low-pass 20 Hz filter and averaging the signal over 1 s, our biosensors recorded 1.78 

± 0.74 pA of noise, corresponding to 0.21 ± 0.08 μM D-serine, which represents the lowest 

change in D-serine concentration that our biosensors can detect in vivo. 

To estimate D-serine basal levels in vivo, we subtracted the current recorded by 

control BSA biosensors from the oxidation current detected by the D-serine biosensors. A 

major source of variability is the different levels of basal currents detected by individual 

biosensors in the brain parenchyma. For example, our control biosensors yielded basal 

currents of I0 = 26.6 pA with a standard deviation 0 = 10.9 pA. To reliably detect a 

significant basal levels of D-serine, the current recorded by the DAAO biosensors must be 

significantly higher than that at control biosensors. Typically, our experiments were repeated 

with 6 to 10 different biosensors in different animals. For the DAAO biosensors, the standard 

deviation of the recorded currents was DAAO = 17.6 pA. The minimum level of D-serine 

oxidation current necessary to reach the p = 0.05 level of significance with a Student’s t test 

can then be estimated according to the sample size. For n’s of 6 or 10, the t value necessary to 

reach p = 0.05 is 2.228 or 2.101, respectively. The standard error of the two data groups is the 

defined as  

       (S1)  

  

With   (S2) 

The minimum difference in current that must be detected in order to yield significant 

D-serine basal extracellular concentration can then be computed with: 

   (S3) 

This yields a minimum difference in current of 18.8 pA (n = 6) or 13.8  pA (n = 10) 

and an in vivo detection limit for basal D-serine of 0.77 μM (n = 6) or 0.56 μM (n = 10), 

taking into account the mean sensitivity of our biosensors at 37 °C.
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Chapitre 2 
 

In Vivo D-serine Hetero-Exchange Through Alanine-

Serine-Cysteine (ASC) Transporters Detected By 

Microelectrode Biosensors 
 

Dans ce chapitre, nous avons étudié la recapture et la libération de la D-sérine in vivo et 

montré une implication des transporteurs ASC. Cet article a été accepté pour publication dans 

ACS Chemical Neuroscience en avril 2013.  
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Abstract 

 

D-Serine, a co-agonist of N-methyl D-aspartate (NMDA) receptors, has been implicated 

in neurological and psychiatric disorders such as cerebral ischemia, lateral amyotrophic 

sclerosis or schizophrenia. D-Serine signaling represents an important pharmacological target 

for treating these diseases; however, the biochemical mechanisms controlling extracellular D-

serine levels in vivo are still unclear. D-Serine hetero-exchange through small neutral amino 

acid transporters has been shown in cell cultures and brain slices and could provide a 

biochemical mechanism for the control of D-serine extracellular concentration in vivo. 

Alternatively, exocytotic D-serine release has also been proposed. In this study, the dynamics 

of D-serine release and clearance were explored in vivo on a second-by second timescale 

using microelectrode biosensors. The rate of D-serine clearance in the rat frontal cortex after a 

microionophoretic injection revealed a transporter-mediated uptake mechanism. D-Serine 

uptake was blocked by small neutral L-amino acids, implicating alanine-serine-cysteine 

(ASC) transporters, in particular high affinity Asc-1 and low affinity ASCT2 transporters. 

Interestingly, changes in alanine, serine, or threonine levels resulted in D-serine release 

through ASC transporters. Asc-1, but not ASCT2, appeared to release D-serine in response to 

changes in amino acid concentrations. Finally, neuronal silencing by tetrodotoxin increased 

D-serine extracellular concentration by an ASC transporter-dependent mechanism. Together, 

these results indicate that D-serine hetero-exchange through ASC transporters is present in 

vivo and may constitute a key component in the regulation of D-serine extracellular 

concentration. 

 

Keywords: electrochemical detection, amperometry, rat, extracellular concentration, 

interstitial fluid. 

 

Running title: D-serine hetero-exchange in vivo  
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Introduction 

 

D-Serine, an endogenous co-agonist of glutamatergic N-methyl D-aspartate (NMDA) 

receptors, has been implicated in human diseases related to NMDA receptor dysfunction such 

as schizophrenia, amyotrophic lateral sclerosis, and cerebral ischemia (Hashimoto et al., 2003, 

Katsuki et al., 2004, Bendikov et al., 2007, Thompson et al., 2012). The pharmacological 

modulation of extracellular D-serine levels is therefore an exciting avenue of research for the 

treatment of these pathologies. For example, an increase in D-serine may compensate for the 

hypoactivation of NMDA receptors observed in schizophrenia (Tuominen et al., 2005, 

Pollegioni and Sacchi, 2010, Calcia et al., 2012b), whereas a reduction of D-serine levels 

could reduce NMDA-mediated excitotoxicity in ischemia or neurodegenerative diseases 

(Kartvelishvily et al., 2006, Sasabe et al., 2007, Kirschner et al., 2009a, Thompson et al., 

2012). 

The biochemical mechanisms controlling extracellular D-serine levels in vivo are still 

a matter of debate. Concerning D-serine clearance, in vitro studies have shown that D-serine 

is taken up from the extracellular space by transporter-mediated uptake (Ribeiro et al., 2002). 

At least two small neutral amino acid transporters have been suggested to mediate D-serine 

uptake. The neuronal, Na
+
 independent alanine-serine-cysteine 1 (Asc-1) transporter 

(Fukasawa et al., 2000b, Nakauchi et al., 2000), has a high affinity for serine, alanine, 

cysteine and threonine and is selective for small neutral D- and L-amino acids (Helboe et al., 

2003). Asc-1 is responsible for most of the D-serine uptake by synaptosomes (Rutter et al., 

2007). Another candidate for D-serine uptake is the Na
+
-dependent alanine-serine-cysteine-

threonine 2 transporter (ASCT2) (Gliddon et al., 2009), which has a high affinity for L-

alanine, L-serine, L-threonine, L-glutamine, and L-asparagine, and has a comparatively lower 

affinity for D-serine (Utsunomiya-Tate et al., 1996). ASCT2 is predominantly expressed in 

glia and, despite its low affinity for D-serine, it has been implicated in D-serine uptake in cell 

culture studies (Hayashi et al., 1997, Ribeiro et al., 2002, Dun et al., 2007, Shao et al., 2009).  

 The mechanisms of D-serine release are also a matter of debate. D-Serine may be released 

via Ca
2+

-dependent exocytosis (Mothet et al., 2005, Martineau et al., 2008, Martineau et al., 

2013) or via amino acid hetero-exchange through ASC transporters in neurons and/or 

astrocytes (Rosenberg et al., 2010). For example, experiments on astrocyte cultures and brain 

slices showed D-serine release in response to small neutral amino acids, suggesting the 

existence of an amino acid hetero-exchange mechanism involving D-serine release coupled to 

the transport of another amino acid in the opposite direction (Ribeiro et al., 2002, Rosenberg 

et al., 2013).  

 In this study, we used an enzymatic microelectrode biosensor that allows selective D-

serine detection on a second-by-second time scale (Pernot et al., 2008, Pernot et al., 2012), to 

directly test the existence of a D-serine hetero-exchange mechanism in vivo. We used local 

delivery of D-serine, L-amino acids, or S-methyl-L-cysteine (SMLC, an Asc-1 inhibitor, 

Thomsen et al., 2003, Ishiwata et al., 2013), to the vicinity of our microelectrode biosensor. 

Using this approach, we identified the function of ASC transporters in D-serine uptake and 

release in the cortex of anesthetized rats, and proposed specific roles for Asc-1 and ASCT2 

transporters in the regulation of D-serine levels.  
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Materials and Methods 

 

D-Serine microelectrode biosensors 

D-Serine microelectrode biosensors were prepared as previously described (Pernot et al., 

2008, Vasylieva et al., 2011). Briefly, the biosensors employed here consisted of a 25 μm 

90% Pt/10% Ir wire (Goodfellow, Huntington, UK), whose tip (50 or 100 μm long, depending 

on the experiment) extrudes from a pulled glass micropipette. The platinum wire was covered 

with an electropolymerized layer of poly-m-phenylenediamine and a manually-deposited layer 

of Rhodotorula gracilis D-amino acid oxidase (DAAO, EC 1.4.3.3., Pollegioni et al., 1997, 

Pollegioni et al., 2008), immobilized by cross-linking with poly(ethylene glycol) diglycidyl 

ether (PEGDE) at 55 °C during 2h. This temperature is low enough to preserve the activity of 

the DAAO enzyme. The biosensors made using PEGDE at 55°C showed a better sensitivity 

than those prepared using glutaraldehyde, indicating that denaturation, if present at all, is not 

a major problem for the functioning of the biosensors (Vasylieva et al., 2011). 

 

In vivo experiments 

All in vivo experiments were performed on male Wistar rats (Elevage Janvier, Le Genest 

Saint Isle, France) weighing 250–350 g.  Experimental protocols were approved by the local 

committee on animals in research at the University Claude Bernard Lyon I (protocol BH2010-

19), and were performed in accordance with European directive 86/609/CEE. Rats were 

anesthetized by an intraperitoneal injection of urethane (Sigma, Saint Quentin Fallavier, 

France, 1.5–2 g/kg) and were immobilized in a stereotactic apparatus (Stoelting Corporation, 

Wood Dale, IL). Body temperature was maintained at 37 °C using a homeothermic blanket 

(LSI Letica, Barcelona, Spain). An Ag/AgCl reference electrode was placed on top of the 

skull and regularly wetted with PBS to maintain electrical contact. Biosensors were implanted 

in the frontal cortex (Anteroposterior +3 mm from Bregma, lateral +1 mm, depth +1.5 mm). 

Amperometric recordings , at a potential fixed at  500mV vs Ag/AgCl ,began between 60 and 

90 min after implantation, when the electrochemical current recorded by the biosensor had 

stabilized. To estimate in vivo extracellular D-serine concentrations, the oxidation current 

recorded in vivo was divided by the sensitivity of the biosensor in standard solutions at the 

conclusion of the experiment and corrected for temperature. 

 

D-Serine microinjections in vitro.  

For D-serine administration by microionophoresis in vitro,  a 50-μm long D-serine 

microelectrode biosensor was inserted into a gel made from 0.3% agar diluted in 10 mM PBS, 

An ionophoresis pipette, with a tip diameter of ~5 μm and filled with 1 M D-serine diluted in 

Ringer’s solution (147 mM NaCl, 4 mM KCl, 1.3 mM CaCl2) was placed at 150–800 μm 

from the tip of the D-serine sensor. Following a stabilization period of 10–20 min  

ionophoretic injections of D-serine were performed during 5–100 s at currents of 200–1000 

nA with a MVCS-02C ionophoresis amplifier (NPI electronics, Tamm, Germany).  
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D-Serine microinjections in vivo.  

For D-serine administration by microionophoresis  in vivo, a 100-μm long D-serine 

microelectrode biosensor was inserted into the frontal cortex of anesthetized rats. An 

ionophoresis pipette, with a tip diameter of ~5 μm and filled with 1 M D-serine dissolved in 

Ringer’s solution was placed at 150–800 μm from the tip of the D-serine sensor. Following a 

stabilization period of 60–90 min, ionophoretic injections of D-serine were performed during 

5–100 s at currents of 200–1000 nA with a MVCS-02C ionophoresis amplifier (NPI 

electronics, Tamm, Germany). The distance between the ionophoretic pipette and the 

biosensor was determined at the end of the experiment, after removing the rat from the 

stereotactic apparatus, by placing the biosensor and the pipette at the same coordinates as in 

vivo and measuring the distance with a stereomicroscope. No blank biosensor was used to 

control the specificity of the D-serine signal because the signal was always time-locked with 

the D-serine injection. Moreover, D-serine injection experiments have been performed and 

controlled with blank biosensors by (Pernot et al., 2012).  

For TTX (citrate salt, Tocris, Bristol, UK) pressure microinjections, a micropipette was 

implanted at a distance of 150–300 μm from the biosensor. TTX was ejected continuously 

using constant pressure between 12 and 20 psi delivered by a PV820 pneumatic picopump 

(WPI, Stevenage, UK). 

 

Reverse microdialysis 

The infusion of L-amino acids or SMLC (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) was 

performed by reverse microdialysis. An Elite 12 microdialysis probe (2-mm long and 0.5-mm 

diameter, CMA Microdialysis, Solna, Sweden) was inserted into the brain, near the tip (0.3–1 

mm) of the biosensor. Ringer’s solution was circulated in the probe at the speed of 3 μL/min 

by an infusion dual syringe pump (Harvard apparatus), linked to a CMA 110 liquid switch 

(CMA microdialysis) allowing rapid changes of the perfusion solution from control Ringer’s 

to a 100 mM L-amino acid solution or a 1 mM SMLC solution. 

 

Recordings 

For amperometric recordings, we used a VA-10 electrochemistry amplifier (NPI 

electronics, Tamm, Germany) with a two electrode potentiostat (500 M  feedback resistor). 

Data acquisition was performed using an ITC-18 acquisition board (Instrutech, Port 

Washington, NY) driven with homemade software based on Igor Pro 6.0 procedures 

(Wavemetrics, Eugene, OR). The oxidation current was sampled at 1000 Hz with a 20 Hz 

low-pass filter and averaged over 1000 points, yielding a final sampling frequency of 1 Hz. 

The applied potential is 500mV vs Ag/AgCl. 
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Analysis of uptake experiments, statistics 

Analysis of the uptake experiments was performed with the Igor Pro 6.0 software 

package. The fit of the injection/uptake curves was performed using the fitting tool of the 

software. Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Comparisons 

between two data groups were performed using two-tailed Student’s t test for equal or 

unequal variances, as determined by the F test (significance level of p < 0.05).  For statistical 

comparisons of three or more data groups, we used an ANOVA followed by Fisher’s LSD 

post-hoc test. The analysis tool-pack of Igor Pro 6.0 and SPSS 12.0 for Windows were used 

for the statistical analyses. 

 

Results and discussion 

 

To obtain direct in vivo information on the rapid dynamics of D-serine release and 

clearance, we used a specific D-serine biosensor made with DAAO purified from yeast. This 

biosensor minimizes potential tissue lesions and preserves the integrity of the blood-brain 

barrier (Pernot et al., 2008, Pernot et al., 2012). The DAAO enzyme (it preferentially oxidizes 

neutral D-amino acids like D-alanine, D-proline, or D-serine,  Pollegioni et al., 1992b), but 

the DAAO-based microelectrode biosensors are selective for D-serine in the CNS in vivo, as 

it is highly enriched in D-serine compared to other neutral D-amino acids (Hamase et al., 

2005). We have previously demonstrated a negligible difference (6%) between D-serine 

concentrations estimated by our biosensors and those measured using HPLC in rat brain 

homogenates (Pernot et al., 2008). Finally, D-serine electrochemical signals are undetectable 

in the cerebellum, a brain structure known to be devoid of D-serine in adulthood (Schell et al., 

1997, Williams et al., 2006), further confirming the specificity of our measurements (Pernot 

et al., 2012). 

 

Identification of a D-serine uptake mechanism in vivo 

To study the uptake of D-serine in vivo, we used a theoretical model designed to study 

the diffusion of neurotransmitters in the brain (Rice and Nicholson, 1995). The experimental 

paradigm consists of releasing a molecule within the brain parenchyma and detecting its 

diffusion with a biosensor placed at a small distance from the release point. The detected 

concentration profile is then fitted with a mathematical equation that takes into account 

diffusion, the tortuosity of the extracellular space, and uptake. In the current study, we used 

an ionophoretic source to release D-serine and measured its concentration with a D-serine 

microelectrode biosensor placed a few hundred micrometers away from the pipette (Fig. 1A). 

D-Serine is a neutral molecule at physiological pH and can be ejected using the electro-

osmotic flow created by the applied potential in the microionophoresis pipette (Pikal, 1992, 

Sieg et al., 2008). Following this protocol, the microelectrode biosensor detected an increase 

in D-serine oxidation current followed by a return to baseline. This pattern was reproducible 

over multiple injections (Fig. 1A). In such conditions, the concentration of D-serine, at a 
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distance r from the releasing point can be described with the equation (Nicholson and Sykova, 

1998): 

   (1) 

where D is the diffusion coefficient of D-serine, Ȝ is the tortuosity, and α is the extracellular 

fraction of the brain (i.e. the ratio of the volume of the extracellular space by the total volume 

of the tissue, estimated at 0.2 in the cerebral cortex (Nicholson and Sykova, 1998)). Q is 

defined as the source term, which describes the release of D-serine during the injection. For 

ionophoretic ejection of a neutral molecule, Q is directly proportional to the applied current in 

the glass pipette (Pikal, 1992, Sieg et al., 2004). The last term represents the uptake 

component which, for simplification, is assumed to be linear with D-serine concentration 

(k’C, where k’ is the uptake constant). Under these conditions, this equation has an analytical 

solution described by the following equation (Nicholson and Sykova, 1998):         

   C(r,t)   [h(r, t, θ) + h(r,t,-θ)]   (2) 

with                h(r,t,θ) = [g(r,t,θ) - g(r,t-T0,θ)] exp (rθ)    (3) 

with                g(r,t,θ) = H(t)erfc (r/2 + θ  (4) 

and where T0 is the duration of the injection, D* = D/   is the apparent diffusion 

coefficient in the brain (corrected for tortuosity) and θ =  
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Figure 1:  Identification of a D-serine reuptake mechanism in vivo. A. Experimental 

design, in which D-serine is injected by microionophoresis near a biosensor in the rat frontal 

cortex. Overlay of six successive D-serine microinjections showing a reproductible D-serine 

signal detected by the biosensor.  B. D-Serine clearance in 0.3% agarose can be modeled with 

free diffusion and almost no uptake. C. The kinetics of D-serine clearance in vivo reveals an 

uptake mechanism that limits D-serine lifetime in the extracellular space.  

 

We first validated this model in a gel of 0.3% agar, which has been found to be a good 

model for the diffusion of molecules in the brain extracellular fluid (Nicholson and Sykova, 

1998). In this model, the current recorded at our biosensors increased shortly after the 

initiation of D-serine ionophoresis, and decayed when the injection was stopped. These 

experimental curves were then fitted with Equation (2) to yield a computed value of D and k’. 

In the agar medium, we determined a value of D = 8.0 ± 0.8 ×10
-10

 m
2
.s

-1 
(n = 15) that is in 

good agreement with the chemical constants published in the literature (Zhang et al., 2001), 

and a very low value of k’ = 1.5
 
± 0.08 × 10

-5 
s

-1
, which reflects the absence of D-serine 

reuptake in agar (Fig. 1B). We then fitted the pattern of D-serine extracellular concentrations 

following the ionophoretic application of D-serine to the frontal cortex of anesthetized rats 

with our theoretical model. The distance between the ionophoresis pipette and the biosensor 

ranged from 150 to 300 μm (as determined at the end of each experiment), and each 

ionophoretic D-serine injection lasted between 5 and 100 s at 200–1000 nA.  For each 

experiment, we chose a different T0 because the distance between the pipette and the 

biosensor varied (sensitivity of the biosensor and number of D-serine molecules ejected by 

unit of current also varied). When a measurable D-serine signal was detected, T0 (always 

between 5 and 100s) was then fixed throughout the experiment and used for modelling the D-

serine curve.  

We fitted Equation 2 to our amperometric recordings using a set of five coefficients that 

could be varied during the fitting computation. Initial values had to be provided to the model: 

the distance between the sensor and the injection pipette (r), and the duration of the injection 

(T0) were set equal to their actual experimental values; D* was set to 3×10
-10

 m
2
.s

-1
 which 

corresponded to D = 8×10
-10

 m
2
.s

-1
 (according to our results obtained using 0.3% agar) and Ȝ 

= 1.6 (according to tortuosity values determined by Nicholson and Sykova (1998)); θ was set 

initially at 10
4
, and Q, representing the number of injected D-serine molecules, was set to 10

-

11
. This initial value was set empirically, but could vary freely during the fitting process to end 

with very different values that fitted the experimental curve. The five parameters r, T0, D*,  

and Q were then allowed to vary freely until the fit converged. The fit was estimated to be 

correct if the residuals were evenly distributed around zero, and if the fitted values of r 

(distance) and T0 (duration) stayed within 20% of their real experimental value (Fig. 1C). 

When D-serine was injected by ionophoresis into the cortex, its concentration near the 

biosensor increased rapidly, and returned to baseline values much more quickly than did D-

serine in our experiments in agar (Fig. 1A-C). Basal levels of D-serine could not be 

determined using the current approach but have been measured around 2.3 μM in the frontal 

cortex using similar biosensors (Pernot et al., 2012). The fact that the D-serine signal returned 
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to baseline was a good indication that (1) all of the D-serine that had been injected was 

cleared from the extracellular space, and (2) that the sensitivity of the biosensor was not 

affected by the procedure. When we fitted the theoretical equation to our in vivo recordings, 

we obtained an uptake constant of k’ = 0.128 ± 0.01
 
s

-1 
(n=28), which represents the rate of D-

serine uptake in the cortical parenchyma. 

 

 

Figure 2: Small neutral amino acids interfere with D-serine reuptake. A. Infusion of L-

alanine by reverse microdialysis near the biosensor dramatically decreased the efficiency of 

D-serine reuptake. B. L-Lysine infusion did not modify D-serine uptake. F. Summary results 

of the transporter competition experiments using infusion of L-amino acids: D-serine uptake 

is reduced by the application of L-alanine, L-serine, and L-threonine, but not L-lysine or L-

arginine, suggesting that D-serine uptake is mediated by ASC transporters. * :  p< 0.01.  

 

Small neutral amino acids compete with D-serine uptake 

No specific D-serine transporter has been identified so far; however, the Asc and ASCT 

families of amino acid exchangers can transport D-serine (Rutter et al., 2007, Gliddon et al., 

2009). D-Serine is reported to be taken up by non-specific small neutral amino acid 

transporters of the alanine-serine-cysteine (ASC) family, such as the ASCT2 or Asc-1 

transporters (Ribeiro et al., 2002, Helboe et al., 2003, Rutter et al., 2007). To determine the 

role of ASC transporters in D-serine uptake in vivo, we examined D-serine uptake in the 

presence of interfering small neutral amino acids, which would compete with D-serine for 

transporter-mediated uptake. This was accomplished by infusing L-threonine, L-alanine, and 

L-serine near the microelectrode biosensor by reverse dialysis (Fig. 2A). 

The infusion of L-threonine, L-alanine, and L-serine (100 mM in the microdialysis 

probe) strongly reduced D-serine uptake (Fig. 2A). In presence of these amino acids, D-serine 

ionophoresis yielded much higher D-serine peak concentrations at the biosensor, and the D-

serine decay time increased. The D-serine uptake coefficient (k’) was considerably 

diminished by the presence of the small neutral amino acids, reaching 8.2 ± 5 ×10
-4 

s
-1

 in the 

presence of L-threonine (2.6% of the control value, n = 6, p < 0.01), 2.0
 
± 0.8 ×10

-2 
s

-1
 for L-
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alanine (10.5% of the control value, n = 6, p < 0.01), and 4.9 ± 0.8 ×10
-2

s
-1

 for L-serine (28 % 

of the control value, n = 6, p < 0.01; Fig. 2C), indicating that D-serine reuptake was at least 

partially blocked by these amino acids. It should be noted that L-amino acids are neither 

substrates nor inhibitors of the DAAO enzyme (Pollegioni et al., 1992a, Pollegioni et al., 

2008), and thus do not affect biosensor response (Pernot et al., 2008). We also tested two 

basic amino acids that are not substrates for the ASCT2 or Asc-1 transporters: L-arginine and 

L-lysine (Ribeiro et al., 2002, Helboe et al., 2003). These two amino acids did not interfere 

significantly with D-serine uptake in vivo (Fig. 2B). The value of the uptake coefficient (k’) 

was 1.1
 
± 0.3 ×10

-1 
s

-1
 in the presence of L-arginine (89% of the control value, n = 6, p = 

0.75), and 1.2
 
± 0.3 ×10

-1 
s

-1 
in the presence of

 
L-lysine (95% of the control value, n = 6, p = 

0.9; Fig. 2C). These results indicate that D-serine reuptake in vivo is inhibited by competition 

with small neutral amino acids, suggesting that ASC transporters such as ASCT2 or Asc-1 are 

involved in D-serine uptake. 

 

 

Figure 3: Asc-1 and ASCT2 contribute to D-serine reuptake. A. Infusion of L-asparagine, 

a specific substrate of ASCT2 (n=6). B. SMLC, a specific Asc-1 inhibitor decreased D-serine 

reuptake (n = 6). C. Summary results of D-serine uptake inhibition by L-asparagine or SMLC, 

implicating both Asc-1 and ASCT2 transporters in D-serine reuptake. The uptake coefficient 

k’ is expressed as the percentage of its value when D-serine alone is injected. * :  p< 0.05.  

 

Distinguishing Asc-1- and ASCT2-mediated transport using S-methyl-L-cysteine or L-

asparagine 

Of the Asc family, only the Asc-1 subtype is present in the brain, and is predominantly 

expressed in neurons. The high affinity of Asc-1 for D-serine (KM=20 μM) (Rutter et al., 

2007), has made it the primary candidate for D-serine transport in vivo (Ribeiro et al., 2002, 

O'Brien and Bowser, 2006, Rosenberg et al., 2010). ASCT transporters are Na
+
-dependent, 

and both ASCT1 and ASCT2 are present in the brain (Gliddon et al., 2009) However, ASCT1 

does not appear to transport D-serine (Shafqat et al., 1993). As the affinity of ASCT2 for D-

serine is lower than that of Asc-1 (about 1 mM)(Shao et al., 2009), its role in D-serine 

regulation has been underappreciated. However, in synaptosomes prepared from Asc-1 
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knockout mice, a residual D-serine uptake could be detected that was likely reliant upon 

ASCT2 transporters. Therefore, significant D-serine uptake through ASCT2 transporters 

could not be excluded a priori. 

To identify the role for each of these subtypes, we infused rat cortex with L-asparagine, a 

specific substrate of ASCT2 transporters with very low affinity for Asc-1(Utsunomiya-Tate et 

al., 1996, Gliddon et al., 2009) and one of the most efficient inhibitors of ASCT2-mediated D-

alanine transport (Utsunomiya-Tate et al., 1996, Fukasawa et al., 2000b). We also 

administered SMLC, an Asc-1 transporter blocker that is inactive on system A transporters or 

serotonin, norepinephrine, and glutamate reuptake (Thomsen et al., 2003, Ishiwata et al., 

2013). Benzyl-serine, another pharmacological compound that blocks ASCT2 transporters 

(Grewer and Grabsch, 2004), could not be used in this study because it produced a non-

specific electrochemical signal that was detected by our biosensor. We found that L-

asparagine (100 mM) infused into the vicinity of the D-serine biosensor successfully 

competed with D-serine. Under these conditions, the D-serine reuptake constant decreased 

from 5.6 ± 1.6 ×10
-2

 s
-1

 to 4.3 ± 1.5 ×10
-2

 s
-1 

(-24.7%, n = 6, p = 0.011, Fig. 3A, C). Similarly, 

SMLC (1 mM) infusion reduced the D-serine uptake coefficient from 5.1 ± 1.3 ×10
-2

 s
-1

 to 3.3 

± 1 ×10
-2

 s
-1

 (-35.6%, n = 6, p = 0.015, Fig. 3B, C).  These results therefore indicate that D-

serine reuptake in vivo is mediated by both ASCT2 and Asc-1.  

 

 

Figure 4. D-Serine release evoked by local infusion of small neutral amino acids. A. L-

Threonine infusion near the biosensor evokes an initial transient increase in extracellular D-

serine concentrations that lasts approximately 5 min. In contrast, L-lysine infusion produces 

only a small non-specific shift in the baseline current. B. D-Serine release is evoked by the 

infusion of small neutral amino acids like L-alanine, L-serine and L-threonine, but not by L-

lysine or L-arginine. This amino acid profile suggests that D-serine release is mediated by 

ASC transporters. 

 

Interestingly, 1 mM SMLC infusion did not produce any significant change in D-serine 

basal level. However, in a recent microdialysis study, Ishiwata et al. detected an increase in 

extracellular D-serine in response to 1 mM, but not 100 μM SMLC(Ishiwata et al., 2013). 
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This apparent discrepancy probably results from the fact that our electrochemical recordings 

were performed at a distance of about 500 μm from the microdialysis probe, at which the 

effective SMLC concentration was much lower. The fact that SMLC did not change basal D-

serine levels at the biosensor suggests that its concentration was probably in the order of 100 

μM or below, at which no change in other L-amino acids have been detected (Ishiwata et al., 

2013). 

 

D-Serine release evoked by small neutral amino acids 

In our reverse dialysis experiments, we rapidly delivered large amounts of L-amino acids 

into the vicinity of the D-serine microelectrode biosensor. Because ASC transporters are 

known to mediate amino acid hetero-exchange in vitro (Fukasawa et al., 2000b, Ribeiro et al., 

2002, Rosenberg et al., 2013), we were interested in determining the effects that increased 

small neutral amino acid concentrations may have upon extracellular D-serine levels. The 

infusion of L-alanine, L-threonine, or L-serine into the rat cortex induced a rapid, transient 

increase in the oxidation current measured by the D-serine microelectrode biosensor. This 

transient increase in D-serine level was followed by a return to a slightly elevated baseline 

(Fig. 4A). For example, L-threonine infusion induced an increase in the D-serine extracellular 

concentration peaking at 16 ± 5 μM (Fig 4A). By contrast, infusion of basic amino acids such 

as L-lysine or L-arginine, that are not substrate for ASCT2 or Asc-1 transporters, produced 

only a small shift in the baseline D-serine oxidation current recorded by the microelectrode 

biosensor (Fig. 4B). There was no difference between the shift in the baseline current at the 

biosensor after L-arginine or L-lysine infusion and that observed 15-20 min after L-serine, L-

alanine or L-threonine infusion (well after the peak in D-serine concentration). Therefore, 

there was no evidence that the D-serine extracellular concentration remained significantly 

elevated after its transient increase induced by small neutral amino acids. The slight shift in 

the baseline electrochemical current was more likely due to a small non-specific oxidation 

current due to the large amounts of L-amino acids delivered to the tissue. 

As L-alanine, L-threonine, and L-serine can compete with D-serine reuptake at the 

ASCT2 and Asc-1 transporters, it could be argued that the increase in D-serine concentration 

evoked by infusion of these amino acids may result from an inhibition of D-serine reuptake, 

followed by D-serine accumulation in the extracellular space. It is unlikely, however, that 

reuptake blockade alone could explain the kinetics of D-serine concentration changes that we 

observed. Transporter blockade usually produces a slow, long lasting increase in 

neurotransmitter levels (see for example Oldenziel et al. (2006) for blockade of glutamate 

transporters, or Martina et al. (2004) for blockade of glycine transporters), which is not 

compatible with the biphasic changes produced by the infusion of small neutral amino acids. 

Here, D-serine release probably occurred through an amino acid hetero-exchange that quickly 

depleted the intracytoplasmic pool of free D-serine, resulting in a transient increase in D-

serine extracellular concentration lasting only a few minutes. The D-serine released locally by 

hetero-exchange was probably cleared by free diffusion into the brain parenchyma within a 

few minutes.  
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We then sought to discriminate the roles of ASCT2 and Asc-1 in D-serine release. By 

infusing L-asparagine near the biosensor, we tested whether ASCT2 transporters would be 

specifically challenged to release endogenous D-serine by a hetero-exchange mechanism. 

However, L-asparagine produced only modest changes in D-serine-mediated oxidation 

currents that were smaller than those produced by L-alanine, L-threonine, or L-serine, and 

were not significantly different from the effects of L-arginine or L-lysine, which are not 

substrates for ASC transporters (area under the curve = 1031.66 ± 626 μM.s for L-

asparagine,3490.51 ± 1022 for L-threonine, 146.03 ± 35.33 for L-arginine, n=6). An ANOVA 

followed by an LSD post-hoc test revealed a significant difference between these amino acids 

(F(2,17) = 5.62, p=0.013) with a significant difference between L-threonine and L-asparagine 

(p=0.02) but not between L-asparagine and L-arginine (p=0.34).This result indicates that L-

asparagine, that specifically triggers amino acid hetero-exchange through ASCT2 transporters 

does not induce significant D-serine release. In separate experiments, we tested the ability of 

L-serine to induce D-serine release in the presence of the Asc-1 blocker SMLC. We again 

detected small deflections in D-serine-mediated oxidation currents that were significantly 

smaller than those produced by L-serine alone (2689.44 ± 1002.41 for L-serine , 382.43 ± 

170.38 μM.s for L-serine + SMLC,146.03 ± 35.33 for arginine, n=6). ANOVA followed by 

LSD post-hoc test (F(2,17) = 3.624, p=0.048) indicated that L-serine in the presence of SMLC 

was significantly different from L-serine alone (p=0.048) but not from L-arginine (p=0.83, 

Fig. 5C, D). These data demonstrate that D-serine release was impaired when Asc-1 

transporters were blocked by SMLC.  

D-Serine release therefore appeared to be mediated by Asc-1 but not ASCT2 

transporters. The implication of ASCT2 transporters in D-serine uptake but not release is 

supported by their predominant localization in astrocytes (see however Gliddon et al. (2009)), 

which possess high intracellular L-glutamine and L-serine concentration. Therefore, as 

ASCT2 transporters have a much higher affinity for L-glutamine and L-serine, they should 

preferentially release these molecules when challenged by extracellular small neutral amino 

acids (Broer et al., 1999, Yang et al., 2010b, Wolosker, 2011). Previous work has shown that 

astrocytes likely release D-serine through other pathways, such as volume-regulated anion 

channels or exocytosis (Mothet et al., 2005, Rosenberg et al., 2010, Martineau et al., 2013).  

 

Effects of neuronal silencing by tetrodotoxin (TTX) on D-serine extracellular concentration 

We then determined whether such hetero-exchange mechanisms could be engaged during 

more physiological functioning of the CNS. In this regard, several studies have reported that 

D-serine levels can be modified by changes in neuronal activity (Hashimoto et al., 2000, 

Mustafa et al., 2004, Kim et al., 2005, O'Brien and Bowser, 2006, Mustafa et al., 2007, 

Henneberger et al., 2010). In the current experiments, we were unable to observe any obvious 

change in D-serine level in response to electrical stimulation in the cortex or in the 

hippocampus (data not shown). However, we clearly detected an increase in D-serine levels in 

response to the blockade of action potentials with TTX (+ 10.7 ± 5 % in D-serine oxidation 

current, n = 6, p = 0.04, Fig. 6A). Local field potentials (LFPs) were apparent on the raw 
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amperometric trace, before we averaged the signal to measure oxidation currents (Zhang et 

al., 2009, Viggiano et al., 2012). LFPs rapidly diminished following TTX microinjection (100 

μM), confirming a decrease in neuronal activity around the biosensor. This effect was 

accompanied by a slow increase in the D-serine signal. This increase was not detected by 

control biosensors (Fig. 6A), and corresponded to an elevation of extracellular D-serine levels 

of 0.4 ± 0.09 μM. This effect is consistent with a previous study by Hashimoto et al (1995a). 

Given that NMDA receptor activation can trigger nitric oxide (NO) release that inhibits SR 

(Mustafa et al., 2007), it is possible that TTX, by blocking neuronal transmission and NMDA 

receptor activation might have relieved this block and induced an increase in D-serine 

synthesis and release at least in part through this pathway. 

 

 

Figure 5. Asc-1 but not ASCT2 contribute to D-serine release. A. L-threonine infusion 

near the biosensor produced a transient increase in D-serine extracellular concentration that 

was much larger than that produced by L-asparagine or L-arginine. B. Summary results of the 

overall amount of released D-serine (area under the curve in μM.s) by L-threonine, L-

asparagine or L-arginine (n = 9). C. SMLC significantly decreases D-serine release evoked by 

L-serine (n = 6). D. Summary results of the overall amount of D-serine detected by the 

biosensor in response to the infusion of L-serine, L-serine in the presence of SMLC or L-

arginine. A significant proportion of D-serine is released through Asc-1 transporters.  



      Chapitre 2 

123 

 

To determine the involvement of ASC transporters in the TTX-induced increase in D-

serine, we injected rats systemically with a large dose of L-serine or L-lysine (1 g/kg i.p.). We 

reasoned that, as these amino acids cross the blood brain barrier, these systemic injections 

would raise the intracerebral concentrations of L-serine or L-lysine. Elevated L-serine (but not 

L-lysine) levels would thus interfere with the normal functioning of ASC transporters. In 

preliminary experiments, we quantified L-serine levels in rat brain homogenates using HPLC 

and determined that, 1 hr following L-serine administration (1 g/kg i.p.), the intracerebral 

level of L-serine had more than doubled (441 ± 26 pmol/mg wet tissue in control animals, 

1225 ± 276 pmol/mg 1 h after L-serine injection, n = 6, p = 0.036), confirming an earlier 

report by Pernot et al. (2012). When TTX was applied in vivo in L-serine injected rats, the 

increase in D-serine level was completely blocked. The D-serine signal remained stable or 

slightly decreased, similar to control recordings (-1.3 ± 1 pA, n=6 , p < 0.01, Fig. 6B, C). 

However, after L-lysine injection, TTX produced an increase in the D-serine signal (+ 4.7 ± 1 

pA, n=6,  Fig. 6B, C) of similar amplitude to that produced by TTX alone (+ 4.3 ± 2.1 pA). 

These results indicate that the effects of TTX on D-serine extracellular concentration are 

blocked via competition by small neutral amino acids, suggesting an involvement of ASC 

transporters in activity-dependent changes in D-serine levels. 

 

 

Figure 6. TTX increases D-serine concentration via an ASC transporter-dependent 

mechanism. A. TTX microinjection near the biosensor causes a progressive block of 

neuronal activity, evidenced by the disappearance of local field potentials, together with an 

increase in D-serine extracellular concentration. TTX administered near a control biosensor 

does not produce any noticeable change in oxidation current. B. Systemic administration of L-

serine, but not L-lysine, (1 g/kg i.p.) inhibits the effect of TTX on D-serine levels, suggesting 

the involvement of ASC transporters in this process. C. Summary results showing a 

significant inhibition of the TTX effect by L-serine. 
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D-Serine release: heteroexchange versus exocytosis 

In addition to transporter-mediated D-serine release, some studies using astrocyte 

cultures have suggested that D-serine may also be released via Ca
2+

-dependent exocytosis 

(Mothet et al., 2005, Martineau et al., 2008, Martineau et al., 2013). By analyzing synaptic 

currents in hippocampal slices, Henneberger et al.(Henneberger et al., 2010) also suggested 

that D-serine release could be exocytotic. In contrast, a recent study found that D-serine can 

be released by neurons in primary culture and acute brain slices, and that this release is 

essentially Ca
2+

-insensitive, which is incompatible with exocytosis (Rosenberg et al., 2010). 

In addition, neuronal D-serine release evoked by hetero-exchange with exogenous D-

isoleucine can modulate long-term potentiation in hippocampal slices(Rosenberg et al., 2013). 

Although our results clearly implicate ASC transporters in extracellular D-serine regulation, 

we cannot rule out the possibility of an alternative exocytotic release pathway. Exocytotic D-

serine release could potentially be specific to the synaptic cleft, and therefore not detectable 

by our microelectrode biosensors, which sample the extrasynaptic compartment. D-Serine 

stores have been identified in intracellular organelles present in astrocytes (Williams et al., 

2006, Martineau et al., 2008), and represent more than 99% of total D-serine present in the 

brain (Pernot et al., 2012). In our experimental conditions, electrical stimulation did not 

produce detectable D-serine release in the extrasynaptic space, suggesting that if D-serine was 

released in response to neuronal stimulation, it would not significantly diffuse outside the 

synaptic cleft. Therefore, it is possible that D-serine is differentially regulated by 

heteroexchange vs. exocytosis in the extra- and intrasynaptic compartments, respectively. 

These two mechanisms could thus mediate different kinetics of D-serine fluctuation, whereby 

fast increases rely on exocytosis, and slower bidirectional adaptations might require 

mechanisms of hetero-exchange.  

Up to now, the identification of D-serine exocytosis has been almost exclusively 

restricted to astrocytes and Bergman glia (Mothet et al., 2005, Henneberger et al., 2010, 

Kakegawa et al., 2011, Martineau et al., 2013), whereas Asc-1 transporters susceptible to 

release D-serine are preferentially neuronal.  It is therefore possible that exocytosis and 

hetero-exchange are D-serine release mechanisms utilized by glial cells and neurons, 

respectively. In support of this concept, an interesting model suggesting the existence of a 

serine shuttle between astrocytes and neurons has recently been proposed (Wolosker, 2011). 

Because SR expression is predominantly neuronal, D-serine synthesis would occur primarily 

in neurons, from which it would be released into the extracellular space to be taken up and 

stored in astrocytes. Our current study provides in vivo evidence that supports this model by 

placing Asc-1 and ASCT2 transporters in key positions to mediate such serine shuttle (Fig. 7). 

 

 

Conclusion 

 

The present results indicate that ASC transporters are important players in the 

regulation of extracellular D-serine concentrations in vivo by mediating both D-serine release 

and uptake. As D-serine is a potential new target for therapeutic intervention in schizophrenia, 

amyotrophic lateral sclerosis, and ischemia, it is likely that such hetero-exchange mechanisms 
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will need to be taken into account in the development of new drugs targeting NMDA receptor 

activity. In particular, the development of specific inhibitors of Asc-1 or ASCT2 transporters 

administered alone, or in combination with exogenous D-serine, appears to be a promising 

avenue for the pharmacological modulation of D-serine levels in the brain. 

 

 

 

Figure 7: Schematic representation of D-serine transport mechanisms through Asc-1 

and ASCT2 transporters. D-Serine is synthesized in neurons by SR, an enzyme whose 

activity can be up- or downregulated by multiple cofactors. Newly synthesized D-serine is 

rapidly released into the extracellular space via Asc-1 transporters, before reuptake by 

neurons via Asc-1, or by astrocytes, via ASCT2. D-Serine transported into astrocytes could be 

stored for subsequent release (forebrain) or degraded by endogenous DAAO (cerebellum). 

ATP: adenosine triphosphate; PICK1: protein interacting with C Kinase 1; GRIP: glutamate 

receptor interacting protein; NO: nitric oxide; PIP2: phosphatidylinositol biphosphate. 
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Chapitre 3 
 

In vivo degradation of D-serine in the Central Nervous System 

depends on D-Amino Acid Oxidase and serine racemase 

   

 
 Dans ce chapitre, nous avons étudié le rôle de la sérine racémase et de la D-amino acide 

oxydase dans la dégradation de la D-sérine in vivo. Nous avons démontré que la sérine 

racémase est responsable de la dégradation de la D-sérine dans le cortex tandis que la DAAO 

la dégrade dans le cervelet.  
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Abstract:  

 

D-serine is a transmitter acting as a co-agonist of N-methyl D aspartate (NMDA) 

receptors. It has been implicated in neurological and psychiatric disorders such as ischemia, 

Alzheimer’s disease or schizophrenia. However the biochemical mechanisms responsible for 

D-serine degradation in the central nervous system (CNS) are still poorly understood.  The 

enzyme D-Amino Acid Oxidase (DAAO) catalyzes D-serine oxidation into hydroxypuryvate, 

but is only expressed in the hindbrain in adulthood. In addition, serine racemase (SR), an 

enzyme expressed in the forebrain that synthesizes D-serine through L-Serine racemization, 

can also catalyze D-serine α,ȕ-elimination into hydroxypyruvate in vitro. The activity of these 

enzymes, however, has never been investigated in vivo.  In this study, we investigated the 

effect of DAAO and SR inhibition on D-serine extracellular levels in cerebellum and cortex 

of adult male rats, using enzymatic microelectrode biosensors. In basal conditions, D-serine 

extracellular level was undetectable (below 0.5 μM) in the cerebellum, and about 1.3 μM in 

the cortex. Three hours after an intraperitoneal injection of D-serine (1g/kg), D-serine 

extracellular concentration slowly increased by 0.9 ±0.4 μM in the cerebellum and 1.2 ±0.3 

μM in the cortex. DAAO inhibition by intraperitoneal benzoate administration (2000 mg/kg) 

did not change D-serine basal levels in cerebellum and cortex. However, it dramatically 

increased D-serine penetration in the cerebellum after intraperitoneal D-serine injection (D-

serine extracellular levels increased by 3.2 ±0.5 μM). By contrast, DAAO inhibition had no 

effect in the cortex. Conversely, SR was inhibited by intracerebroventricular injection of 0.5 

μmol of Phenazine Ethosulfate (Et-phen). However, it facilitated D-serine penetration into the 

cortex (+50 % saline + D-serine, +143% Et-phen + D-serine), but not in the cerebellum. 

These results indicate that after systemic D-serine administration, most of D-serine crossing 

the blood-brain barrier is degraded by DAAO in the cerebellum and by SR in the cortex. The 

D-serine degradation mechanisms that are identified here can be the target of new 

pharmacological molecules aimed at modulating D-serine levels for treating diseases such as 

schizophrenia. 

 

 

Keywords: microelectrode biosensor, electrochemical detection, amperometry, rat. 
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Introduction:  

 

D-serine is the main D-amino acid present in the mammalian central nervous system. D-

serine is a transmitter that potentiates the action of glutamate on N-Methyl-D-Aspartate 

(NMDA) receptors by binding to the co-agonist site by competition with glycine on the NR1 

subunit (Mothet et al., 2000a). It plays a major role in activity-dependent neuronal plasticity 

such as long-term potentiation or depression (Zhang et al., 2008, Henneberger et al., 2010) 

and in brain development (Schell et al., 1997). It has also been implicated in several 

psychiatric and neurological disorders such as schizophrenia (Bendikov et al., 2007), 

amyotrophic lateral sclerosis (Sasabe et al., 2007) and Alzheimer disease (Wu et al., 2007, 

Inoue et al., 2008). The enzyme D-Amino Acid Oxidase (DAAO) catalyzes D-serine 

oxidation into hydroxypuryvate. DAAO is mostly expressed in the kidney, liver and brain 

where its activity is detected principally in the cerebellum, medulla and pons in adulthood 

(Moreno et al., 1999, Loss et al., 2012). In addition, serine racemase (SR), a pyridoxal 5’ 

phosphate (PLP), enzyme expressed in the forebrain (Miya et al., 2008) that synthesizes D-

serine through L-Serine racemization, can also catalyze D-serine α,ȕ-elimination into 

hydroxypyruvate in vitro (Wolosker and Mori, 2012).  

Dysregulations in DAAO activity, resulting in a decrease or an increase in D-serine 

degradation, has been implicated in several neurological and psychiatric pathologies. DAAO 

has been associated to the familial form of the amyotrophic lateral sclerosis (Mitchell et al., 

2010). B6Dao
-/-

 KO mice that are deficient for DAAO show motoneuron neurodegeneration 

(Sasabe et al., 2012). By contrast, in schizophrenia, an increase in DAAO activity is present in 

the cortex (Madeira et al., 2008) and in the cerebellum (Burnet et al., 2008). Furthermore, 

mutations in the G72 gene on chromosome 13q have been associated with schizophrenia, and 

the G72 (gene product) protein interacts physically with DAAO (Chumakov et al., 2002, 

Sacchi et al., 2008).  In consideration of these findings, it is likely that a reduction in brain D-

serine levels play a role in the pathophysiology of schizophrenia. In order to compensate for 

this deficit, a therapeutic strategy based on the oral administration of D-serine has been 

proposed. However, the results obtained in patient are contrasted: some studies showed a 

significant reduction of positive, negative and cognitive symptoms (Tsai et al., 1998, Heresco-

Levy et al., 2005, Kantrowitz et al., 2010) whereas others showed no significant 

improvements (Tsai et al., 1999, Lane et al., 2005, Lane et al., 2010, Weiser et al., 2012).  

Improving our understanding of the mechanisms of D-serine degradation in the CNS 

appears essential to better understand these pathologies and design new treatments targeting 

D-serine. In this study, we developed an ex vivo assay to evidence DAAO or SR activity in 

brain homogenates. We then investigated the role of DAAO and SR in D-serine degradation 

using a D-serine biosensor that we recently developed (Pernot et al., 2008). We determined 

the effects of SR inhibition or DAAO inhibition both on D-serine resting levels and on the 

increase in D-serine extracellular concentration in response to a D-serine intraperitoneal 

injection. 
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Materials and methods:  

 

 

Microelectrode biosensor recordings 

 

D-Serine microelectrode biosensors were prepared as previously described (Pernot et al., 

2008, Vasylieva et al., 2011). Briefly, the biosensors consisted of a 25 μm 90% Pt/10% Ir 

wire (Goodfellow, Huntington, UK) with a tip that protruded from a pulled glass micropipette 

by 100 μm. The platinum wire was coated with an electropolymerized layer of poly-m-

phenylenediamine (PPD) and a manually-deposited layer of Rhodotorula gracilis D-amino 

acid oxidase (DAAO, EC 1.4.3.3., Pollegioni et al., 1997, Pollegioni et al., 2008), 

immobilized by cross-linking with glutaraldehyde  (Pernot et al., 2008) or poly (ethylene 

glycol) diglycidyl ether (Vasylieva et al., 2011). Amperometric recordings were performed 

using a VA-10 electrochemistry amplifier (NPI electronics, Tamm, Germany) with a two-

electrode potentiostat (500 M  feedback resistor) connected to an ITC-18 acquisition board 

(Instrutech, Port Washington, NY) and controlled by homemade software based on Igor Pro 

6.0 procedures (Wavemetrics, Eugene, OR). The holding potential for amperometric 

recordings was set to 500 mV versus Ag/AgCl, and the oxidation current was sampled at 1 

kHz with a 20 Hz low-pass filter and averaged over 1000 points, yielding a final sampling 

frequency of 1 Hz. Biosensors were calibrated for D-serine and serotonin (5-HT) detection in 

phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M, pH 7.4) before and after in vivo recordings. If the 

biosensor sensitivity diminished by more than 25% during the course of the in vivo recording, 

or if the PPD screening layer lost its efficacy (more than 1 pA/10 μM 5-HT detected), data 

from that experiment were discarded. This happened in about 5-10% of the experiments. 

Control sensors were prepared according to the same protocol as D-serine sensors, except that 

the RgDAAO layer was replaced by a BSA layer. 

 

 

In vivo experiments  

 

In vivo experiments were performed on male Wistar rats (Elevage Janvier, Le Genest 

Saint Isle, France) weighing 150–350 g.  All experimental protocols were approved by the 

local committee on animals in research at the University Claude Bernard Lyon I and were 

performed in accordance with European directive 86/609/CEE. Rats were anesthetized by an 

intraperitoneal injection of urethane (Sigma, 1.5-2g/kg), and were then immobilized in a 

stereotactic apparatus (Stoelting Corporation, Wood Dale IL). Their body temperature was 

maintained to 37°C using a homeothermic blanket (LSI Letica, Barcelona, Spain). An 

Ag/AgCl reference electrode was placed on top of the skull and regularly wetted with PBS to 

maintain electrical contact. Biosensors were implanted in the frontal cortex (all coordinates in 

mm from Bregma: 3.0 AP, ±1.0 ML, -1.5 DV), in the cerebellum (AP -11.3 mm, ML +1 mm, 

DV -1.5 mm). After 1-2h of stabilization of the baseline currents, 1g/kg D-serine was injected 

intraperitoneally. For the experiments using benzoate, 2000 mg/kg sodium benzoate (Sigma, 

Saint Quentin Fallavier, France) was first injected intraperitoneally and 1g/kg D-serine was 

injected 1 h after the sodium benzoate injection. For the experiment using phenazine 
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ethosulfate (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France), the injection are made in the lateral 

ventricle (AP -0.9 mm, ML ±1.5mm, DV -3.0mm). 30 minutes before the injection of 1 g/kg 

D-serine.   

 

 

D-amino acid oxidase activity assay 

 

The activity tests of rat brain DAAO were made in amperometry, on cerebellum 

homogenates. Briefly rat brains were collected after decapitation under urethane anesthesia, 

and the cerebellum were separated and weighed. They were then mechanically dissociated at 

4°C in 3 ml of 10 mM PBS pH 8.5containing a protease inhibitor cocktail (PIC, Sigma), and 

sonicated. The tests were performed in a solution of PBS pH 8.5 containing the cerebellum 

homogenate diluted 10 times, 10 mM FAD and 10 mM NaN3, and 0 to 100 mM benzoate. 

The DAAO activity was determined by the slope of the current increase measured by a 

platinum electrode capable of detecting H2O2, composed with a platinum wire and PPD layer, 

without enzyme after the addition of D-serine in the measurement medium.  

The activity test of RgDAAO fixed on the biosensor was determined by a D-serine calibration 

of the D-serine microbiosensor in PBS pH 8.5, in presence of 0 to 1 mM benzoate.  

 

 

Serine racemase activity assay 

 

SR activity was assayed in rat forebrain homogenates using amperometric detection of 

H2O2 production. The forebrain is removed from the skull and prepared as previously 

described for the cerebellum. Briefly rat brains were collected after decapitation under 

urethane anesthesia, and the forebrain is separated and weighed. For Et-phen inhibition 

condition, forebrain is removed 1h after intracerebroventricular injection of Et-phen. They 

were then mechanically dissociated in 5 ml of 10 mM PBS pH 8.5 containing 0.1 % of a 

protease inhibitor cocktail  (PIC, Sigma) at 4 °C, and sonicated. The tests were performed in a 

solution of PBS pH 8.5 at 37°C containing the forebrain extract, PLP (10 mM), ATP (10 

mM), MgCl2 (100 mM).  

 

 

Statistics  

 

Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Comparisons between 

two data groups were performed using the Student’s t test for equal or unequal variances, as 

determined by the F test (significance level was p < 0.05. For statistical comparisons of three 

or more data groups, we used an ANOVA followed by Bonferroni LSD post-hoc test. The 

analysis tool-pack of Igor Pro 6.0 and SPSS 20.0 for Windows were used for the statistical 

analyses. 
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Results: 

 

Ex vivo DAAO assay  

  

We tested DAAO activity in cerebellum homogenates ex vivo. To evaluate DAAO 

activity, we measured the production of H2O2 in cerebellum homogenates after an injection of 

D-serine. For this purpose, we used a platinum electrode capable of detecting H2O2. When we  

injected 100 mM of D-serine in the homogenate and we recorded a linear increase in H2O2 

concentration of 55.5 ±5.2 pmol/mg wet tissue/min (Fig. 1). To inhibit DAAO, we added 

sodium Benzoate (NaBenzoate), a specific DAAO inhibitor. We should note that the D-serine 

biosensor uses the yeast DAAO isoform (RgDAAO) that is different from mammalian (rat) 

DAAO in its sensitivity to NaBenzoate (Frattini et al., 2011). When we tested sodium 

benzoate inhibition on these two enzymes, we determined that the IC50 of NaBenzoate was 

6.5 μM for rat DAAO while it was 3.2 mM for the D-serine biosensor (Fig 2). Therefore, it 

was possible to inhibit the rat DAAO present in our brain homogenates while leaving the 

sensitivity of our biosensors unchanged. When we added 0.5 mM of NaBenzoate in the 

homogenate, it totally blocked H2O2 production (0.24 ±1.74 pmoles/mg cerebellum/min). In 

parallel experiments, we tested forebrain homogenates, but DAAO activity was undetectable. 

These results indicate that DAAO activity can be detected in cerebellum but not forebrain 

homogenates.  

              

 
 

Figure 1: An ex vivo assay for DAAO activity 

A. Detection of DAAO activity by H2O2 production in cerebellum homogenate after an 

injection of 100 mM D-serine in presence or absence of NaBenzoate (n=5) and in 

forebrain homogenate (n=6).  

B. Mean ±SEM values of H2O2 production in cerebellum homogenate after an injection of 

100 mM D-serine in presence or absence of NaBenzoate. *p < 0.01 relative to basal level 

(ANOVA with Bonferroni post-hoc). 
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Figure 2: Inhibition of D-amino acid oxidase by benzoate.  

The effect of benzoate was tested on rat DAAO activity in cerebellum homogenates and on 

the sensitivity of the D-serine biosensor (n=5). The inhibition profile of both enzymes is very 

different. It is possible to adjust the dose of benzoate, so that endogenous (mammalian) 

DAAO is inhibited while the biosensor I still functional.  

 

 

Ex vivo Serine racemase assay 

 

Serine racemase has two opposite activities, a racemase activity that produces D-serine 

from L-serine, and α,ȕ eliminase activity, that degrades D-serine into pyruvate. We first tested 

these two activities in forebrain homogenates. We placed a D-serine biosensor and a control 

biosensor in a forebrain homogenate. First we injected 300 μM of D-serine and detected a 

decrease in D-serine concentration that corresponded to the almost total elimination of the D-

serine that we added. When SR was inhibited by adding Phenazine Ethosulfate (Et-phen, 100 

μM) in the homogenate, D-serine concentration remained stable, suggesting a block in α,ȕ 

eliminase activity (Figure 3A, C). Et-phen inhibits serine racemase with an IC50 of 5 μM and 

has been used before to inhibit neuronal migration in the cerebellum (Kim et al., 2005). 

Second, we injected 20 mM of L-serine in the forebrain homogenate and detected an increase 

in the D-serine signal (Figure 3B, D). When SR was inhibited by Et-phen, D-serine 

concentration did not change in response to L-serine addition, suggesting a block in racemase 
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activity. These results indicate that in our cortical homogenates, SR showed α,ȕ eliminase 

activity or  serine racemase activity depending on the availability of D- and L-serine  in the 

recording medium. 

 

 

 

 
 

Figure 3: An ex vivo assay for serine racemase and α,β eliminase activity 

A. Detection of D-serine elimination after an injection of 300 μM D-serine in a forebrain 

homogenate in the presence or absence of Et-phen (n=6).  

B. Detection of D-serine production after an injection of 20 mM L-serine in a forebrain 

homogenate in presence or absence of Et-phen (n=6). 

C. Effect of Et-phen on D-serine degradation by α, ȕ elimination. 

D. Effect of Et-phen on D-serine production by racemization.   

 

 

D-amino acid oxidase inhibition improves D-serine penetration through the blood-brain 

barrier in the cerebellum, but not in the cerebral cortex.  

 

In basal conditions, D-serine extracellular level recorded by the difference between a D-

serine and a control biosensor was undetectable (below 0.5 μM) in the cerebellum, and about 

1.31 μM in the cortex of anesthetized rats. Two hours after an intraperitoneal injection of D-

serine (1g/kg), D-serine extracellular concentration slowly increased by 1.22 ±0.27 μM in the 

cortex and 0.9 ±0.39 μM in the cerebellum (Figure 4A, 4B).  
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Because DAAO is the primary enzyme mediating D-serine degradation, we determined in 

vivo the effect of DAAO inhibition on D-serine basal levels and penetration into the CNS 

after such peripheral injection. We injected intraperitoneally 2000 mg/kg of Nabenzoate, 1 h 

before the intraperitoneal injection of 1 g/kgD-serine. NaBenzoate administered alone did not 

change the D-serine basal extracellular concentration in the cerebellum However, DAAO 

inhibition by benzoate strongly increased D-serine diffusion through the blood-brain barrier in 

the cerebellum. Two hours after the i.p. D-serine injection, the D-serine oxidation current 

increased by 94.5 ± 16 pA (n=5), which represents an increase of 3.23 ±0.52 μM in D-serine 

extracellular concentration (+358%, Figure 4D,F).  

In the cerebral cortex, inhibition of DAAO by benzoate had no significant effect neither 

on D-serine basal extracellular level, nor on the penetration of D-serine through the blood-

brain barrier. Two hours after the D-serine injection, its extracellular concentration had 

increased by 34.8 ± 6.5 pA (n=5) similar to what is found in the absence of DAAO inhibition 

by benzoate (Figure 1C, E). This result confirmed that DAAO activity was restricted to 

hindbrain regions such as the cerebellum. 

Because D-serine present in the bloodstream can be degraded by DAAO expressed in the 

kidney (Pollegioni and Sacchi, 2010), we determined whether DAAO inhibition could change 

blood D-serine levels thereby interfering with its apparent diffusion to the brain.  However, 

NaBenzoate administration did not change D-serine concentration in the serum 1 h after the 

i.p. injection of 1 g/kg D-serine.  

 

 

Serine racemase inhibition improves D-serine penetration through the blood-brain barrier in 

the frontal cortex. 

 

The absence of effect of DAAO inhibition on D-serine levels at rest and in response to 

D-serine administration suggests that D-serine degradation in the cortex relies on enzymatic 

pathways independent of DAAO. Serine racemase is a candidate for D-serine degradation in 

the cortex because of its α,ȕ-eliminase activity demonstrated in vitro (Foltyn et al., 2005), and 

that we detected in forebrain homogenates.. When we inhibited serine racemase with an 

intracerebroventricular (icv) injection of 0.5 μmol Et-phen, 30 minutes before an 

intraperitoneal injection of 1g/kg of D-serine, we recorded a larger D-serine penetration 

through the blood-brain barrier. The D-serine oxidation current increased by 68.63 ± 12.47 

pA (n=6, p<0.01), which represents an increase of 2.36 ± 0.09 μM. As a control, we injected 

Ringer in the lateral ventricle 30 minutes before the intraperitoneal injection of D-serine, we 

recorded a slow increase in D-serine extracellular concentration similar to that found after i.p. 

D-serine administration alone (without icv injection), which produced an increase in the D-

serine oxidation current of 27.94 ± 3.06 pA, representing 1.15± 0.12 μM. An ANOVA 

followed by Bonferroni post-hoc test revealed that SR inhibition by Et-phen allowed a 

significantly greater penetration of D-serine in the frontal cortex ([F(2, 14) = 26.628, p < 

0.01], Figure 5A, B).  
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Figure 4: D-Amino Acid Oxidase degraded extracellular D-serine in the cerebellum but 

not in the frontal cortex. 

A.  D-serine and BSA sensor recordings in the cerebral cortex before and after an 

intraperitoneal injection of 1 g/kg of D-serine (n=5).  

B. D-serine and BSA sensor recordings in the cerebellum before and after an intraperitoneal 

injection of 1 g/kg of D-serine (n=5).  

C. D-serine and BSA sensor recordings in the cerebral cortex after an intraperitoneal 

injection of 2000 mg/kg of benzoate 30 minutes before an intraperitoneal injection of 1 

g/kg of D-serine (n=5).  

D. D-serine and BSA sensor recordings in the cerebellum after an intraperitoneal injection of 

2000 mg/kg of benzoate 30 minutes before an intraperitoneal injection of 1 g/kg of D-

serine.  

E. Summary data on the effect of benzoate on D-serine oxidation current 2 h after an 

intraperitoneal injection of D-serine in the cerebral cortex (1g/kg, n=5).  

F. Summary data on the effect of benzoate on the D-serine oxidation current 2 h after an 

intraperitoneal injection of D-serine in the cerebellum (1 g/kg, n=5).  
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Figure 5: D-serine degradation by serine racemase in the frontal cortex. 

A. D-serine and BSA biosensor recording in the cerebral cortex after an 

intracerebroventricular injection of 0.5 μmol of phenazine ethosulfate or Ringer 30 

minutes before an intraperitoneal injection of 1 g/kg of D-serine (n=6).  

B. Mean ±SEM values of electrochemical signals recorded 3 h after D-serine administration. 

*p < 0.01 significantly different to basal level, # p < 0.01, significantly different between 

Et-phen and Ringer condition (ANOVA with Bonferroni post-hoc, n=6). 

 

 

 

Discussion:  

 

In this study, we used a specific biosensor for second-by-second D-serine detection 

(Pernot et al., 2008). This biosensor does not induce any significant damage to the blood-

brain barrier that could interfere with D-serine diffusion from the bloodstream to the brain 

parenchyma (Pernot et al., 2012). We show that after systemic D-serine administration, most 

of the D-serine crossing the blood-brain barrier is degraded by DAAO in the cerebellum and 

by SR in the cortex.  

We confirmed in vivo and ex vivo that DAAO activity is present in the cerebellum, but 

not in the forebrain (Schell et al., 1995, Wang and Zhu, 2003, Loss et al., 2012). These results 

are consistent with the study of Hashimoto et al. (1993a) that showed that mice lacking 

DAAO had the same concentration in the forebrain as control mice.  

Although the DAAO protein can be detected immunohistochemically in different areas of the 

forebrain (Moreno et al., 1999, Verrall et al., 2007), our results indicate that it is not related to 

a significant enzymatic activity in physiological conditions in rats. In humans, DAAO activity 

can be detected in the cortex in schizophrenia (Madeira et al., 2008), where it could contribute 

to pathologically low D-serine levels. In fact, pharmacological DAAO inhibition has been 

considered for treating schizophrenic patients (Ferraris et al., 2008, Hashimoto et al., 2009). 
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One specificity of D-serine regulation in the primate brain is the existence of the protein 

plG72, that binds to DAAO and regulates its activity. Sacchi et al. (2008) hypothesized that in 

normal condition, plG72 interacts with DAAO to decrease its activity. In schizophrenia, 

plG72 could be down-regulated, leading an increase in DAAO activity and a decrease in D-

serine extracellular concentration. The existence of a similar mechanism in rodents remains to 

be demonstrated however. 

In adition to DAAO-mediated D-serine degradation, we have demonstrated for the first 

time in vivo, that serine racemase can degrade D-serine, probably through an α,ȕ-eliminase 

activity described previously (Foltyn et al., 2005). Ex vivo, both racemase and eliminase 

activities could be observed, with racemase activity predominating at high L-serine 

concentrations (20 mM), and eliminase activity becoming apparent at high D-serine 

concentrations (300 μM). In vivo, blocking SR increased the penetration of peripheral D-

serine through the blood-brain barrier, and revealed its importance for D-serine elimination in 

the forebrain in addition to synthesizing D-serine. The involvement of SR in both D-serine 

synthesis and degradation places it in ideal position to maintain brain D-serine level close to a 

stable equilibrium value. SR could display a racemase activity when D-serine levels are low 

and eliminase activity with they are too high. Km for L-serine racemisation is very close for 

mouse and human serine racemase (3.8 ± 0.1 and 4.1 ± 0.2 respectively). However, a 

significant difference is present in Km for D-serine elimination, human serine racemase has a 

three-fold higher Km than serine racemase mouse (9.5 ± 0.6 versus 3.2 ± 0.3 respectively). 

(Hoffman et al., 2009). It could be reliable to the presence of pLG72 only in primate, 

suggesting a different way to eliminate D-serine in rodent and human.  Recently, H. Wolosker 

proposed a serine shuttle hypothesis according to which D-serine is synthesized by SR in 

neurons, released into the extracellular medium, and taken up in astrocytes to be stored in 

intracellular vesicles (Wolosker, 2011). Such vesicles have been observed by electron 

microscopy and their intravesicular concentration has been evaluated around 50 mM 

(Bergersen et al., 2012). Moreover, these intracellular D-serine stores make up for more than 

99 % of the total brain D-serine contents (Pernot et al., 2012). D-serine present in intracellular 

stores could be released subsequently by astrocytes to modulate synaptic transmission 

(Henneberger et al., 2010, Papouin et al., 2012).  

The eliminase activity displayed by SR in our experiments could possibly be the target of 

pharmacological manipulation. For example, schizophrenic patients who show decreased 

forebrain D-serine levels have been shown to benefit from oral D-serine administration in 

combination with classical antipsychotics such as risperidone (Tsai et al., 1998, Heresco-Levy 

et al., 2005). Our data suggest that combining D-serine administration with SR inhibition 

could be an more efficient way of elevating brain D-serine levels than, D-serine alone. 

Moreover, peripheral D-serine is rapidly degraded by DAAO present in the kidney, causing 

nephrotoxicity at high circulating concentrations (Carone and Ganote, 1975, Carone et al., 

1985). The counterintuitive concept that blocking SR could help increasing brain D-serine 

levels in schizophrenic patients certainly deserves further attention. 
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Chapitre 4 

Neuronal loss after status epilepticus in rats 

evidenced by an automatic immunohistochemical 

quantification of neuronal density 

 

 Dans ce chapitre nous avons développé une méthode de quantification simple et 

automatique pour quantifier la densité neuronale suite à un status épilepticus.  
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Status epilepticus, a state of intractable persistent seizure, produces extensive neuronal 

injury in both humans and animals. To study neurotoxic processes in this pathology, it is 

necessary to quantify precisely the number of neurons in a given structure and estimate 

neuronal loss. The most precise method relies on unbiased stereological estimations. 

However, such measurements are time-consuming and have only been applied to the 

hippocampus. Alternatively, neuronal densities in extended regions of the brain can be 

roughly estimated by quantifying the immunoreactivity to a neuronal marker such as the 

protein NeuN. However, such quantifications can be biased by changes in the expression of 

the protein of interest independently of neuronal density. In this study, we developed a simple 

automatic quantification of neuronal densities on brain slices stained with a NeuN antibody 

and DAPI. This method relies on ImageJ procedures, and consists in determining the number 

of nuclei (stained with DAPI) that are immunoreactive to NeuN in at least two adjacent 

sections within a z-series of optical sections spaced by 1 μm. Using this method, we identified 

a significant decrease in neuronal density in the piriform cortex, the amygdala, the dorsal 

thalamus, area CA3 of the hippocampus, the dentate gyrus and the hilus. This decrease was 

accompanied by an increase in the total density of cellular nuclei within these brain structures, 

suggesting a significant neuronal loss and gliosis. This method can be easily applied to other 

models of brain injury and neurodegeneration. 

 

Keywords: excitotoxicity, status epilepticus, quantification, image J 
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Introduction:  

 

The toxic effect of glutamate was first described in 1957 in the retina (Lucas and 

Newhouse, 1957). The concept of excitotoxicity, first introduced by Olney (1969), (Olney, 

1969), consists in an excessive or prolonged activation of excitatory amino acid receptors. 

The implication of the NMDA receptors in this process was confirmed by Choi (1987). 

Excitotoxic processes are implicated in several neurodegeneratives disorders like Alzheimer’s 

disease, Parkinson’s disease, amyotrophic lateral sclerosis or status epilepticus (Jansen et al., 

1990, Bruijn et al., 2004). The pilocarpine model of status epilepticus (SE) was developed by 

Turski et al. (1983). It is characterized by generalized seizures and can last up to 24 hours 

without full recovery of consciousness between seizures (Cavalheiro, 1995). The induction of 

SE leads to a severe and widespread neuronal loss (Fujikawa, 2005, Scorza et al., 2009). This 

neuronal loss is present in the limbic structures like the different structures of the 

hippocampus, the amygdala, the enthorinal region and in others structures like piriform 

cortex, subiculum and thalamus (Sperk, 1994, Mello and Covolan, 1996, Covolan and Mello, 

2006, Scorza et al., 2009). To understand the neurotoxic mechanisms leading to such neuronal 

injury, it is necessary to quantify the extent of neuronal loss in different brain areas. 

Different methods of quantification are available to assess neuronal damage in the brain. 

Stereological methods are the most precise and use the optical dissector or fractionator 

technique (West et al., 1991). These methods estimate neuronal densities per unit of volume 

in isotropic brain regions (Mandarim-de-Lacerda, 2003). This method requires that the brain 

structure under investigation be isotropic and its the volume precisely measured (West, 1999). 

For these reasons, such techniques have been restricted to specific brain regions, principally, 

the hippocampal formation (Carvalho et al., 2011). To assess neuronal damage more simply, a 

common method consists in labeling a neuronal marker with fluorescent antibodies and 

quantifying the overall fluorescence intensity by a grading system. The severity of the 

observed lesion is established on a scale based on the percentage of fluorescence vs the 

control fluorescence, or on a subjective scale. The major weakness of this method is that the 

overall fluorescence intensity can be impacted by different parameters like the expression 

level of the marker protein or its antigenicity, independently of neuronal density it subjectivity 

(Mikati et al., 1994, Halonen et al., 2001, Brandt et al., 2003, do Nascimento et al., 2012). 

There is a need for simple, methods capable of quantifying precisely the neurons in any part 

of the central nervous system (CNS). In this study we developed a method based on the 

analysis of confocal images stained by DAPI and the neuronal marker NeuN, by a set of 

procedures running under the open-access software Image J. These procedures consist in 

quantifying the density of nuclei (DAPI positive) located in NeuN-positive regions (neurons). 
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Materials and methods:  

 

Animals:  

 

All in vivo experiments were performed on Wistar rats (Elevage Janvier, Le Genest Saint 

Isle, France) weighing 150-200g. All experimental protocols were approved by the local 

committee on animals in research at the University Claude Bernard Lyon I, and were 

performed in accordance with European directive 86/609/CEE.  

 

 

Status Epilepticus (SE):  

 

Rats were first injected intraperitoneally with scopolamine methylbromide (1mg/kg, 

sigma, Saint Quentin Fallavier, France), then 30 min later, with pilocarpine hydrochloride 

(350mg/kg, Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). SE was monitored visually to detect the 

appearance of behavioral signs of seizures such as tremors, chewing, salivation, vibrissae 

twitching or head nodding (Cavalheiro, 1995). Such signs usually appeared within 20 min of 

the pilocarpine injection. Two hours after the injection of pilocarpine, SE was stopped by an 

injection of diazepam (Valium, 10mg/kg, Roche). Rats without behavioral signs of seizures 

were excluded from the study, which represented 10.53 % of the animals. Animals were then 

kept for 10 days and assisted for drinking and feeding if necessary. They were then deeply 

anesthetized by an intraperitoneal injection of pentobarbital (0,2ml/100g, Ceva®, Libourne, 

France) and perfused through the heart with fixative solution consisting in paraformaldehyde 

4%. The brain was removed and frozen in a solution of isopentane at -50°C and stored at -

80°C.  

 

 

Fluorescent double-labeling immunohistochemistry:  

 

Rat brains were cut into 20μm thick sections and immobilized on slides. Individual 

sections are surrounded with a hydrophobic pen (Clinisciences, France) and permeabilized 

with a solution of phosphate buffered saline 0.01% (PBS, pH=7.4, Sigma, Saint Quentin 

Fallavier, France), triton-X-100 3% (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) and goat serum 

1% (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) during 30 min washed 3 × 10min each with PBS 

and Tween 20 (PBST, Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). Sections are incubated 

overnight at 4°C with a mouse monoclonal antibody against NeuN diluted at 1:2000 (MAB-

377, Millipore) in a solution of PBST and goat serum 2%. After 3 × 10 min PBST washes, 

sections are incubated 1h with an Alexa fluor 488 goat anti mouse IgG antibody diluted at 

1:1000 (Invitrogen) and DAPI 1:1000 (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) in a solution 

of PBS-Triton X100 3% (PBST) with 2% goat serum.  After 5 × 10 min PBS washes, slides 

are mounted with fluomount (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). 
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Figure 1:  schematic representation of neuronal density quantification on a single optical 

section.  

A. processing of the NeuN-positive regions. 

A1. Original image of a brain slice (cortex) in the 510-613 nm channel (NeuN-Alexa 488 

staining). A2. Digital filtering using band pass filter in the Fourier domain. A3. Image 

binarization using autothreshold. A4.  Removal of particles smaller than 50 square pixels 

square are removed. A5. Objects closure using morphomath. A6. NeuN –positive objects are 

merged into a single selection.  

B. Processing of the DAPI-positive regions.  

B1. Original image in the 418-473 nm channel (DAPI staining). B2. Digital filtering using a 

band pass filter in the Fourier domain.  B3. The center of each nucleus is represented by a 

cross at the maximum fluorescence intensity C. Each cross present in the green positive 

region represents a neuronal nucleus. D. schematic representation of the NeuN/DAPI 

configuration leading to the recognition of a neuronal nucleus. E. Example of an object 

treated as non neuronal nucleus. 
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Confocal microscopy: 

 

Slices were imaged at the Cecil (Lyon, Université Laennec, Lyon 1, France) using a 

Confocal spectral microscope Leica SP5 with a 20X objective. Image analysis was performed 

using imageJ software and an automatic custom-made macro developed by the Centre 

Commun de Quantimétrie (Lyon 1, France). Brain slices were imaged using a confocal 

spectral microscope Leica SP5 with a 20X lens equipped with a 510-613 nm filter for Alexa 

488 and a 418-473 nm filter for DAPI. A Z-series of 15 to 20 optical sections spaced by 1 μm 

were imaged within each slice. Individual images were averaged 3 times NeuN labeling and 

twice for DAPI.  

 

 

Statistical analysis:  

 

Data are expressed as mean ± standard error of the mean (SEM). Comparisons between 

two data groups were performed using two-tailed Student’s t test for equal or unequal 

variances, as determined by the F test (significance level of p < 0.05). 

 

 

 

Results:  

 

Principles of the automatic macro with image J  

NeuN protein is one of the most common neuronal marker; it is located in neuronal 

perikaria and nuclei of neuronal cell bodies and can be readily detected using commercial 

antibodies (Wolf et al., 1996). To quantify neuronal density on a brain slice, we determined 

automatically the number of nuclei located in a NeuN-positive region. We developed an 

Image J macro-command to process the confocal images in three basic steps consisting in (1) 

determining the NeuN positive regions on the image, (2) determining the position of DAPI-

stained nuclei within the NeuN-positive regions, and (3) confirm the presence of each NeuN-

positive nucleus in at least two adjacent optical sections within the slice.  

 

Specifically, each optical section was processed as follows: 

- Determination of NeuN-positive regions 

Images obtained with the 510-613 nm filter (Fig.1 A1) were first processed using Fast 

Fourier Transform and a band-pass filter keeping objects between 3 and 40 pixels (Fig.1 A2). 

The image was then binarized using an automatic threshold method (Li or moments, Fig. 1 

A3). The macro then removed all objects smaller than 50 square pixels (at 20X magnification, 

36.5 μm
2
) using the “analyze particles” command (Fig. 1 A4). Finally, objects were closed 
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using the “morphomath” command (Fig. 1 A5) and assembled into a single ensemble 

representing the NeuN-positive region within the slice. 

- Determination of DAPI-positive nuclei 

Images obtained with the 418-473 nm filter were first filtered using a Fast Fourier Transform 

and a band pass filter keeping objects between 3 and 40 pixels (Fig1 B2). All pixels outside 

the NeuN-positive region were then set to zero, thereby discarding putative non-neuronal 

nuclei.  We then used the “Find Maxima” command to determine the center of DAPI-positive 

nuclei. Only pixels with a fluorescence intensity at least 10 grey levels above background 

were considered. For such pixels, the macro determined a region of interest composed of all 

pixels with an intensity 10 grey levels below the maximum as the area of the nucleus. The 

pixel of maximum intensity within this area was then determined as the center of the nucleus 

(marked with a cross, Fig. 1B3). The macro could then assess the total number of NeuN-

positive DAPI-stained nuclei in the optical section. 

 

In some instances, nuclei centers lying at the border of the NeuN region could not be 

unequivocally identified as neurons. We therefore introduced a third processing step 

consisting in analyzing several adjacent optical sections within the same slice and selecting 

only those nuclei centers that were present in a NeuN-positive region in at least two optical 

sections. For this purpose, all adjacent optical sections (between 15 and 20 per slice) were 

analyzed and the number of nuclei present in NeuN-positive regions (positive nuclei) were 

counted. The optical section with the highest number of positive nuclei was then chosen as the 

central section. The macro then selected the two adjacent sections immediately below and 

above the central section. On each of these four sections, the regions surrounding each 

positive nucleus (at least 10 units below the maximum) were selected and merged into a 

single region of interest. A maximal projection of these four regions of positive nuclei was 

then performed. Positive nuclei present on the central section that lied within this projection 

therefore represented a nucleus lying in a NeuN-positive region in at least two of the five 

optical sections that were analyzed. Using this selection, less than 5% of the positive nuclei 

identified on the central section were eliminated, probably representing glial cells with a 

nucleus lying in close proximity to a neuronal cell body. 

  

Automatic threshold procedures 

The macro that we designed requires an autothreshold step to binarize the images and 

determine NeuN-positive regions. We tested several autothreshold procedures, including 

Huang, Yen, Li, and Moments methods (Tsai, 1985, Huang and Wang, 1995, Yen et al., 1995, 

Sezgin and Sankur, 2004). Unfortunately, none of these methods could successfully binarize 

all the immunohistochemical images from our brain slices. In fact, we observed two different 

sets of brain regions: (1) the neocortex, amygdala, piriform cortex thalamus, and hilus were 

characterized by sparse neuronal cell bodies and were correctly binarized using the Moments 

autothreshold method, and (2) the CA1, CA3 and dentate gyrus regions of the hippocampal 

formation, characterized by densely packed neuronal cell bodies were successfully processed  
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Figure 2:  Confirmation of neuronal nuclei on adjacent optical sections. 

A. The optical section with the largest density of neuronal nuclei was selected within the z-

series (interval 1 μm), together with the two adjacent sections above and below. B. The 

central slice is processed in isolation and NeuN-positive nuclei are identified. C. For each of 

the 4 adjacent sections, the macro determines NeuN-positive nuclei and their surroundings 

(10 grey levels below the maximal fluorescence intensity). D.  A maximal projection of all 

NeuN-positive regions on the four adjacent sections is performed. E. When a NeuN-positive 

nucleus on the central section falls within the projection of NeuN-positive nuclei in the four 

adjacent sections, the neuronal identity of the nucleus is confirmed (i.e. the nucleus is NeuN- 

positive in at least two optical sections). F. Schematic representation of NeuN and DAPI 

stainings leading to the confirmation or elimination of a neuronal nucleus.  
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Figure 3: Quantification of neuronal density in the  piriform cortex, amygdala, 

somatosensory cortex and thalamus.  

A. Piriform cortex. A1. Control FITC staining. A2. Control DAPI staining.  A3. Control 

merge. A4. SE FITC staining. A5. SE DAPI Staining. A6. SE merge A7. Summary results 

showing the quantification of neuronal and cellular densities in the image  
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B. Amygdala. B1 to. B7. Same as A1 to A7 C. Cortex. C1 to. C7. Same as A1 to A7 D. 

Thalamus. D1 to. D7. Same as A1 to A7.  Scale bar: 100μm 

 

 

 

using the Li autothreshold method. Therefore, for a given brain region, identical automatic 

processing steps were performed in control and SE animals. It was nonetheless essential that 

all images be taken with the exact same settings on the confocal microscope (i.e. laser 

intensity, gain, etc.). 

   

Neuronal density in brain slices from control and status epilepticus rats 

The pilocarpine model of status epilepticus is known to induce widespread damage in 

the forebrain in rats and mice (Turski et al., 1983, Turski et al., 1984). We quantified neuronal 

density in control and SE animals in eight different brain regions: the somatosensory cortex 

(S1), hippocampal regions CA1, CA3, dentate gyrus and hilus, dorsal thalamus, amygdala and 

piriform cortex. We also determined the total cellular density as the number of nuclei (DAPI-

positive) per mm
2
.  Both neuronal density and cellular density analyses are shown in Fig. 4 

and 5.  

Ten days after SE, neuronal density was the most decreased in the piriform cortex 

(64.1 ±6.3 vs. 562.5 ± 32.6 neurons per mm2, p<0.01, Fig. 4A), amygdala (214.2 ± 57.6 vs 

631.5 ± 40.0 neurons per mm
2
, p<0.01, Fig. 4B), dorsal thalamus (50.2 ± 12.8 vs. 335.0 ± 

33.8 neurons per mm
2
, p<0.01, Fig. 4C), hilus (23.5 ± 3.5 vs. 65.8 ± 6.7 neurons per mm

2
, 

p<0.01, Fig. 5C) and in the dentate gyrus (1879.0 ± 160.9 vs 2601.9 ±130.0 neurons per mm
2
, 

p<0.01, Fig. 5D). The decrease in neuronal density was less pronounced but still significant in 

area CA3 (690.2 ± 68.3 vs. 914.5 ±51.9 neurons per mm
2
, p<0.05, Fig. 5B), Finally, there was 

no significant difference in neuronal density in the somatosensory cortex (682.4 ± 92.1 vs. 

625.3 ± 59.8 neurons per mm
2
, p=0.25, Fig. 4C) and in area CA1 of the hippocampus (656.9 

± 76.1 vs. 789.6 ±80.5 neurons per 1mm
2
, p= 0.25). 

 

On the contrary, cellular density representing both neuronal and non-neuronal (mostly 

glial) cells increased 10 days after SE. The increase was largest in the piriform cortex (2938.1 

± 304.8 vs. 1631.7 ± 61.2 nuclei per mm
2
, p<0.01, Fig. 4A), amygdala (3056.3 ± 135.9 vs. 

2491.5 ± 64.1 nuclei per mm
2
, p<0.01, Fig 4B), dorsal thalamus (2251.5 ± 52.9 vs. 1597.8 

±51.9 nuclei per mm
2
, p<0.01, Fig.4C), in area CA1 (2271.7 ± 128.0 vs. 1879.7 ± 61.5 nuclei 

per mm
2
, p<0.05, Fig. 5A), CA3 (2360.6 ± 175.1 vs. 1757.9 ± 62.4 nuclei per mm

2
, p<0.05, 

Fig.5B), and hilus (2688.4 ± 268.8 vs 1989.2 ± 146.5 nuclei per mm
2
, p<0.05, Fig. 5C). There 

was no difference in cellular density in the somatosensory cortex (1997.7 ± 62.8 vs 1935.2 

±93.0 nuclei per mm
2
, p=0.6, Fig.4C) and dentate gyrus (3789.9 ± 295.0 vs. 4368.7 ± 19.1 

nuclei per mm
2
, p=0.13, Fig. 5A). 
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Figure 4: Quantification of neuronal density in the hippocampal formation CA3, CA1, 

hilus and dentate gyrus.  

Similar numbering as in Figure 3 (A1 to D7). The regions of interest used for the 

quantification as shown with white lines. Scale bar: 100μm 



Chapitre 4 

158 

 

Independence between neuronal count and NeuN staining intensity  

 

 The intensity of NeuN staining is known to decrease in compromised neuronal tissue 

(Collombet et al., 2006b), and this effect can seriously impact the overall assessment of 

neuronal density based on the NeuN marker. In our experiments, NeuN intensity 10 days after 

SE was significantly diminished:  66.6 ±1.9 vs 82.0 ± 2.9 in the somatosensory cortex 

(p<0.01) 50.5 ±3.5 vs 62 ±3.2 in the piriform cortex (p<0.05), 51.6 ±.3 vs 72.4 ±4.3 in the 

amygdala (p<0.01). Interestingly, the neuronal density in the somatosensory cortex estimated 

by our Image J macro was similar in control and SE animals despite this decrease in NeuN 

intensity. This result indicates that our macro can accommodate moderate changes in NeuN 

intensity without significant perturbation in the neuronal cell count. 

 

 

 

Discussion:  

In the present study, we have developed a new method to quantify neuronal density. 

This custom made macro is simple and easily reproducible. It employs an open-access 

software based on ImageJ that is usable with all types of confocal microscopes. It has the 

advantages of being able to be used in all structures of the CNS. It is possible, by adapting the 

autothreshold method to the brain structure of interest, to analyze virtually any area of interest 

within brain slices. SE represents a pathological model in which extensive neuronal loss has 

been described. With the present method, we could quantify precisely neuronal density in 

control and SE animals, and therefore, estimate neuronal loss in different brain regions.  The 

imageJ procedures we designed allowed us to count neurons even in areas with tightly-packed 

neurons neurons like in dentate gyrus, or areas CA1 and CA3 of the hippocampus.  

We saw a significant decrease in the intensity of the NeuN staining in the SE brain slices in 

the somatosensory cortex, piriform cortex and amygdala. This observation is consistent with 

previous reports (Unal-Cevik et al., 2004). In particular, Collombet et al (2006) suggested that 

this loss of immunoreactivity could be due to a decrease in antigenicity. It is unclear whether 

neurons with decreased NeuN immunoreactivity are destined to die or whether the NeuN 

signal can be recovered over time (Liu et al., 1997, Unal-Cevik et al., 2004). It is interesting 

to note that with our method of quantification, we were able to count neurons even in the 

presence of this decrease in fluorescence intensity. This probably results from the use of 

autothreshold procedures that do not rely on overall fluorescence intensity, but rather, on the 

contrast between NeuN positive regions and the background. If our method was impacted byt 

the decrease in NeuN intensity, neuronal density in the somatosensory cortex would not 

remain constant between control and SE animals, but rather, would decrease due to the 

diminution of NeuN fluorescence. This result indicates that our cell counts are independent of 

the changes in NeuN immunofluorescence observed after SE. Our ImageJ procedure is 

therefore superior to semiquantitative methods that rely on the overall intensity of NeuN 

fluorescence within specific brain regions that can be seriously biased by these changes in 

NeuN expression and/or antigenicity after SE (Halonen et al., 2001, do Nascimento et al., 

2012). 
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We showed a significant loss of neurons in the piriform cortex, amygdala, thalamus, 

CA3, hilus and dentate gyrus. These results are consistent with the literature, since neuronal 

death has already been described in these brain areas (Turski et al., 1983, Cavalheiro, 1995, 

Mello and Covolan, 1996, Aroniadou-Anderjaska et al., 2008). By contrast, the 

somatosensory cortex was not impacted by SE and no change in neuronal density could be 

evidenced. Concerning CA1, our approach did not identify any significant neuronal loss. In 

the literature however, contrasting results have been reported. Cavalheiro (1995) did not show 

any significant loss of neurons whereas other teams showed decreased neuronal densities 

(Brandt et al., 2003, Carvalho et al., 2011, Tyler et al., 2012). Several technical reasons might 

explain these contrasting results. Studies by (Shatskikh et al., 2009, Tyler et al., 2012) used 

semi-quantitative methods that quantified the overall intensity of NeuN immunoreactivity.  

Carvalho et al. (2011) used a stereological method of quantification that is perhaps the gold 

standard for estimating neuronal number in a specific brain structure. However, SE in their 

experiments lasted for 5h, compared to 2 h in our study. It is possible that if we had extended 

the duration of SE in our animals, neuronal death in CA1 would have been significant. In 

addition, variability in the neuronal lesions produced by SE can arise from the method of 

pilocarpine administration (pilocarpine –lithium vs. pilocarpine alone), or from the strain of 

the animals (Schauwecker, 2012). In the piriform cortex, amygdala, CA3, CA1, hile and 

thalamus, our method also quantified a significant increase in the total number of nuclei, 

probably reflecting proliferation of glial cells. In fact, epithelial cells from blood vessels and 

pericytes represent a minority of non-neuronal cells in the brain. Neuronal death accompanied 

by a glial cell proliferation has already been described after SE (Scorza et al., 2009), 

representing a population of the damaged areas. With our method we cannot differentiate the 

type of glial cells. In the hippocampus, a change in microglia morphology and a proliferation 

of these cells is showed (Avignone et al., 2008, Sun et al., 2012). Like microglial cells, 

astrocytes appear to also proliferate and to transform in reactive astrocytes after SE (do 

Nascimento et al., 2012). Interestingly, CA1 showed a significant increase in the number of 

total cells without significant neuronal death. Some data indicate that neural progenitors in the 

adult caudal subventricular zone (cSVZ) migrate to regions with damage in the hippocampus 

and replace injured CA1 pyramidal neurons (Nakatomi 2002). It is therefore possible that 

some of the cells proliferating after SE in this area reflect neuronal progenitors aimed at 

replacing injured neurons (parent 2006).  

 

In conclusion, we presented a new method for quantifying neuronal density in brain 

slices. It is simple and can be used in virtually all brain structures. Using this method, we 

largely confirmed and extended previous data on neuronal lesions produced by SE in the rat 

brain.  
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Chapitre 5 

Implication de la D-sérine et du glutamate dans le 

status épilepticus chez le rat vigil 

 

 Ce chapitre étudie le rôle de la D-sérine et du glutamate dans la mort neuronale dans un 

modèle de status épilepticus chez le rat vigil. Des marquages immunofluorescents ont 

également été réalisés pour déterminer l’importance des processus excitotoxiques dépendant 

des récepteurs NMDA dans la mort neuronale. 
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Introduction :  

 Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur le plus abondant du système nerveux 

central des mammifères. Il est l’agoniste principal du récepteur N-Méthyl D-Aspartate 

(NMDA) dont l’activation nécessite la fixation d’un co-agoniste, la D-sérine ou la glycine. 

Les effets toxiques du glutamate ont été décrits en 1957 pour la première fois dans la rétine 

(Lucas and Newhouse, 1957). Le concept d’excitotoxicité définie comme l’activation 

excessive ou prolongée des récepteurs par des acides aminés excitateurs a été proposé en 1969 

(Olney, 1969).  

 L’épilepsie est une pathologie neurologique caractérisée par des crises discontinues, 

récurrentes, spontanées et des neurones hyperexcitables (Bozzi et al., 2012). Le status 

épilepticus (SE) est une forme particulière d’épilepsie, caractérisé par des crises généralisées 

et continues, durant plus de 30 minutes sans récupération totale de conscience entre deux 

crises (Chen et al., 2007). Des études IRM montrent une neurodégénérescence de 

l’hippocampe ou sclérose hippocampique chez des patients atteints d’épilepsie du lobe 

temporal (Davies et al., 1996, Fuerst et al., 2001, Mathern et al., 2002). L’origine 

excitotoxique de la perte neuronale est supposée mais non démontrée chez les patients. 

Plusieurs modèles animaux par déclenchement pharmacologique du status épilepticus ont été 

développés. L’induction pharmacologique du status épilepticus par la pilocarpine, un agoniste 

des récepteurs muscariniques M1 (Hamilton et al., 1997), provoque une perte neuronale 

sévère et étendue dans de nombreuses aires du cerveau (Smolders et al., 1997, Aroniadou-

Anderjaska et al., 2008). Le MK-801, également connu sous le nom de dizocilpine, est un 

antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA. Il bloque les récepteurs NMDA activés à la 

fois synaptiques et extrasynaptiques. Son administration a un effet neuroprotecteur suggérant 

ainsi une implication de mécanismes excitotoxiques (Marksteiner et al., 1990, Fujikawa et al., 

1994, Brandt et al., 2003, Schauwecker, 2010).  

Le glutamate est le principal acide aminé excitateur du SNC. Wilson et al. (1996) ont 

mesuré la concentration de glutamate extracellulaire chez des patients épileptiques depuis de 

nombreuses années par microdialyse et ils ont montré une augmentation de sa concentration 

suite à une crise épileptique. Des mesures de la concentration extrasynaptique de glutamate 

chez le rat, également par microdialyse, confirment ces résultats après déclenchement du 

status épilepticus par du kaïnate ou de la pilocarpine (Tanaka et al., 1996, Wilson et al., 1996, 

Liu et al., 1997). Le glutamate n’est pas le seul acide aminé excitateur envisagé comme acteur 

de l’excitotoxicité, le rôle des co-agonistes est également étudié.  Des souris knock-out pour 

la sérine racémase, enzyme de synthèse de la D-sérine, présentent une diminution de 90% de 

la concentration extracellulaire de D-sérine et ont une réduction de la neurotoxicité induite par 

les récepteurs NMDA suite à des injections de NMDA dans le télencéphale (Inoue et al., 

2008). La D-sérine, contrairement à la glycine, est le co-agoniste impliqué dans 

l’excitotoxicité (Shleper et al., 2005, Papouin et al., 2012). Des changements dans la 

concentration de D-sérine ont été montrés dans un modèle de SE (Liu et al., 2009, Ryu et al., 

2010). Une indication supplémentaire de l’implication de la D-sérine dans le SE est une 

résistance et une diminution de la durée des crises généralisées chez des souris KO pour la 

sérine racémase (Harai et al., 2012).  
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 Dans cette étude, nous avons appréhendé le rôle de la D-sérine et du glutamate dans la 

mort neuronale par excitotoxicité dans un modèle de status épilepticus chez le rat vigil. Nous 

avons tout d’abord réalisé des marquages immunofluorescents pour déterminer l’effet du MK-

801 et définir la fenêtre temporelle de l’excitotoxicité. Ensuite, nous avons déclenché un SE 

chez des rats vigils et enregistré les concentrations de D-sérine et de glutamate dans deux 

zones, le cortex piriforme/amygdale, zone fortement touchée par des processus excitotoxiques 

et dans le cortex, zone sans perte neuronale excitotoxique (IV, Chapitre 4). Pour cela, nous 

avons utilisé des biocapteurs enzymatiques permettant une détection seconde par seconde de 

la D-sérine et du glutamate. Nos résultats montrent que la mort neuronale est due à des 

processus excitotoxiques et impliquent non seulement le glutamate mais également la D-

sérine dans l’excitotoxicité.  

 

   

Matériels et méthodes :  

Animaux : 

Toutes les expériences ont été réalisées chez des rats mâles Wistars (élevage Janvier Le 

Genest Saint Isle, France) pesant entre 150 et 200g. Les protocoles expérimentaux ont été 

approuvés par le comité d’éthique de l’Université Claude Bernard Lyon 1 et sont en accord 

avec la directive européenne 86/609/CEE.  

 

 

Opération des rats vigils :  

 

Les animaux sont anesthésiés sous isoflurane et équipés d’un système de canules 

ajustables permettant l’insertion de biocapteurs dans le système nerveux central d’animaux 

vigils. Une fois anesthésié, le rat est placé sur une couverture chauffante avec une sonde 

rectale pour maintenir sa température corporelle à des valeurs physiologiques. Ensuite le 

crâne du rat est dégagé après administration locale de lidocaïne sur la plaie (Xylocaîne 1%). 

Le crâne et la dure-mère sont retirés. Les canules sont positionnées pour l’implantation des 

biocapteurs soit dans le cortex piriforme/amygdale, soit dans le cortex. Une électrode de 

référence nécessaire aux enregistrements électrochimiques est également implantée au contact 

de la dure-mère. Après la phase de chirurgie, les animaux peuvent récupérer pendant 8-10 

jours au cours desquels ils reçoivent des soins antiseptiques et analgésiques quotidiens.  

 

 

Induction du status épilepticus et enregistrement : 

 

Les biocapteurs sont insérés dans le système nerveux central des animaux vigils 1h avant 

le début de l’expérimentation. La scopolomine méthylbromide (1 g/kg, Sigma Aldrich, Saint 

Quentin Fallavier, France) est d’abord administrée en intrapéritonéal, puis le status épilepticus 

est induit 30 min plus tard par une injection de pilocarpine (350 mg/kg, Sigma Aldrich, Saint 
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Quentin Fallavier, France) en intra-péritonéal est réalisée. Le status épilepticus est caractérisé 

par des tremblements continus et des pointes ondes sur l’enregistrement ampérométrique. 

Deux heures après l’injection de pilocarpine, le status épilepticus est arrêté par une injection 

de diazépam (valium, 10 mg/kg, Roche). Les rats ne présentant aucun tremblement sont 

exclus de l’étude. Le MK-801 (dizocilpine, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) 

est administré en intra-péritonéal deux heures après l’injection de pilocarpine, conjointement 

à l’injection de valium. Les rats contrôles ont reçu une injection de NaCl 0,9 % au moment de 

chaque injection. 10 jours plus tard les rats sont euthanasiés avec une injection intra-

péritonéale de pentobarbital (0,2ml/100g, Ceva®, Libourne, France). 

 

 

Marquages immunofluorescents : 

  

Des coupes de 20 μM d’épaisseur sont obtenues à partir de cerveaux fixés au 

paraformaldéhyde 4% et coupées à l’aide d’un cryostat. Les coupes sont directement 

récupérées et étalées sur lame superfrost (Fischer Scientific, France). Les coupes sont ensuite 

entourées à l’aide d’un stylo hydrophobe (Clinisciences, France) pour permettre les réactions 

immunohistochimiques directement sur lame. Les coupes sont d’abord perméabilisées à l’aide 

d’une solution de phosphate buffer saline 0.01% (PBS, Sigma, Saint Quentin Fallavier, 

France), triton-X-100 3% (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) et sérum de chèvre 1% 

(Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) pendant 30 min.  Après 3 lavages au PBS-Tween 1% 

de 5 min chacun, les coupes sont incubées pendant une nuit à 4°C en présence de l’anticorps 

primaire monoclonal de souris dirigé contre la protéine NeuN dilué au 1/2000 dans un 

mélange de PBS-tween 1% et de sérum de chèvre 2%.  Le lendemain, 3 lavages au PBS-

Tween 1% de 10 min sont réalisés avant d’incuber les coupes pendant une heure à 

température ambiante en présence de l’anticorps secondaire anti-souris couplé à l’Alexa 488 

dilué au 1/1000, de DAPI au 1/1000, de PBS-tween à 1% et de sérum de chèvre 2%. Après 5 

lavages au PBS, les coupes sont recouvertes de fluoromount (Sigma, Saint Quentin Fallavier, 

France) et d’une lamelle pour être stockées à 4°C.  

 

 

Microscopie confocale et quantification :  

 

Les coupes sont imagées au Cecil (Lyon, Université Laennec, Lyon 1, France) par un 

microscope confocal SP5, au grossissement 20X. Les quantifications sont réalisées à l’aide du 

logiciel image J et de la macro développée au laboratoire (Cf IV, chapitre 4).  

 

 

Biocapteurs enzymatiques :  

 

Les biocapteurs sont préparés comme précédemment décrit (Pernot et al., 2008, 

Vasylieva et al., 2011). Brièvement, les biocapteurs sont des microélectrodes composées d’un 

fil de platine 90% / iridium 10% de 25μm de diamètre (Goodfellow, Huntington, UK) inséré 

dans une pipette en verre de sorte qu’il dépasse d’environ 100 μm. Une couche de 
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polyphénylène diamine (PPD) est ensuite électropolymérisée sur le fil de platine à la pointe de 

l’électrode à partir d’une solution de m-phénylène diamine (100 mM dans PBS 0.01 M) à 

700mV par rapport à une électrode de référence Ag/AgCl. Enfin une couche d’enzyme est 

déposée au bout de l’électrode à partir d’une solution concentrée d’enzyme dans du tampon 

phosphate salin (PBS 0.01M avec 1% de glycérol et 30 mg/ml d’albumine de sérum bovin 

(BSA)).  Pour détecter le glutamate, nous utilisons la glutamate oxydase, pour la D-sérine, la 

D-amino acide oxydase (Pernot et al., 2008). Les électrodes contrôles sont produites de la 

même façon, à partir d’une solution de BSA à 400 mg/ml sans enzyme. L’enzyme ou la BSA 

déposée sur la pointe de l’électrode est ensuite immobilisé par liaison covalente avec du poly 

(ethylene glycol) diglycidyl ether (Vasylieva et al., 2011). Les enregistrements 

ampérométriques sont réalisés grâce à un amplificateur électrochimique VA-10 (NPI 

electronics, Tamm, Germany) connecté à une carte d’acquisition ITC-18 (Instrutech, Port 

Washington, NY). Lors des enregistrements, le potentiel est maintenu à 500 mV versus une 

référence en Ag/AgCl et le courant d’oxydation est échantillonné à 1KHz avec un filtre passe-

bas à 20 Hz et une moyenne sur 1000 points donnant une fréquence d’échantillonnage à 1 Hz. 

Les biocapteurs sont calibrés in vitro pour la D-sérine / glutamate et la sérotonine (5-HT) 

avant et après chaque enregistrement in vivo. A la fin de l’expérience, pour estimer la 

concentration extracellulaire de D-sérine et de glutamate, le courant d’oxydation enregistré 

par les biocapteurs est divisé par sa sensibilité à 37°C dans une solution standard.  

 

 

Analyses statistiques :  

 

Les résultats sont exprimés sous la forme moyenne ± SEM (standart error of the mean). 

Les tests statistiques sont réalisés sur des échantillons restreints à titre indicatif. Pour la 

comparaison statistique de deux groupes, un test de student pour moyennes appariées est 

utilisé (valeur significative p<0.05). Pour la comparaison statistique de trois groupes, un test 

ANOVA à un facteur a été utilisé suivi d’un test post-hoc LSD de Fisher. Les analyses 

statistiques utilisent le logiciel SPSS 20.0 pour Windows.  

 

 

Résultats :  

 

Quantification de la neuroprotection apportée par l’administration de MK-801 

 

 Pour étudier l’effet protecteur du MK-801, nous l’avons injecté en intrapéritonéal en 

même temps que le diazépam chez des rats ayant développé un SE suite à l’injection de 

pilocarpine, puis nous avons quantifié la densité neuronale. Les quantifications obtenues chez 

les rats ayant reçu le MK-801 sont comparées à celles obtenues chez des rats contrôles et SE 

seul (chapitre IV). Les tests statistiques de cette étude ont été effectués à titre indicatif car le 

nombre de n obtenu jusqu’à présent dans cette étude pour les rats MK-801 n’est pas suffisant.  
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 Dans le cortex et CA1, zones ne présentant pas de perte neuronale suite à un SE, le MK-

801 n’apporte aucun changement (Figure 1, C4, D4). En revanche, le cortex piriforme est une 

zone touchée par une forte perte neuronale, l’administration de MK-801 n’a pas permis de 

réduire les dommages (58,64 ± 17,5 neurones / mm
2 

pour les rats MK-801, n=3 ; 64,1 ± 6,2 

pour les rats SE, n=6 contre 562,5 ± 32,6 chez les contrôles, n=6 ; Figure 1, A4). En revanche, 

le MK-801 a un effet protecteur dans l’amygdale où la densité de neurones est  différente de 

celle obtenue chez les rats SE (411,9 ± 69,4 neurones / mm
2
 pour les rats MK-801, n=3 contre 

214,2 ± 57,6 pour les rats SE, n=6 ; Figure 1, B4, p < 0.05) ainsi que dans CA3 (784,13 

±133,49 neurones / mm
2
 pour les rats MK-801, n=3 contre 690,18 ± 68,34 pour les rats SE, 

n=6, Figure 1, E4). En revanche, la densité de neurones est semblable à celle obtenue chez les 

rats contrôles (914.5 ± 51.9 pour les rats contrôles, n=6).  

 Il est important de noter que dans le cortex piriforme, zone où le MK-801 n’a pas apporté 

de neuroprotection, le nombre de noyaux totaux est augmenté comme chez les rats SE (2810,9 

± 262.5 noyaux / mm
2 

pour les rats traité au MK-801, n=3 ; 2938,1 ± 304,8 chez les rats SE, 

n=6 contre 1631,7 ± 61,1 chez les contrôles, n=6 ; p<0.05). La neuroprotection apportée par le 

MK-801 dans l’amygdale et CA3 diminue également le nombre de noyaux totaux, c'est-à-dire 

probablement la prolifération des cellules gliales observées dans le SE (Avignone et al., 

2008).  

 Ces résultats confirment que la mort neuronale présente dans le status épilepticus est au 

moins en partie due à des processus excitotoxiques NMDA dépendants. Le MK-801 

administré deux heures après l’injection de pilocarpine permet de limiter les processus 

excitotoxiques dans l’amygdale et CA3.  

 

 

Enregistrement des concentrations extrasynaptiques de D-sérine et de glutamate chez le rat 

vigil pendant un status épilepticus dans le cortex pariétal :  

 

 Après avoir confirmé une composante excitotoxique NMDA-dépendante dans la mort 

neuronale consécutive au status epilepticus, nous nous sommes demandé quel est le ou les 

ligands responsables de la suractivation des récepteurs NMDA. Nous nous sommes intéressés 

en particulier au glutamate et à la D-sérine, qui se lient de façon complémentaire aux sous-

unités NR2 et NR1 du récepteur NMDA. Pour cela, nous avons implanté des biocapteurs 

enzymatiques spécifiques de la D-sérine et du glutamate chez des rats vigils. Les biocapteurs 

sont placés dans deux zones spécifiques. La première est le cortex pariétal où il n’y a pas de 

perte neuronale excitotoxique 10 jours après le status épilepticus, et la deuxième comprend 

l’amygdale et le cortex piriforme, caractérisés par une forte mort neuronale. Une fois les 

biocapteurs implantés et stabilisés in vivo, le SE est déclenché à l’aide de pilocarpine. Nos 

biocapteurs nous permettent également d’enregistrer les pointes ondes caractéristiques de 

l’activité cérébrale épileptique (Fig. 2).  

 L’enregistrement dans le cortex pariétal ne montre aucun changement des concentrations 

extracellulaires de D-sérine et de glutamate ni pendant le SE, ni après son arrêt par 

administration de valium (Figure 2). Le SE est défini comportementalement par des 

myoclonies et des tremblements. En général, des tremblements continus apparaissent environ 
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30 min après l’injection de pilocarpine. L’arrêt des manifestations physiques par le valium ne 

signifie pas forcément l’arrêt des processus excitotoxiques.  

 

 

Figure 1 : Quantification de la mort neuronale après une injection d’un antagoniste des 

récepteurs NMDA : le MK-801.   

A1 à A4 : Cortex piriforme (n=3). A1 : marquage FITC. A2 : marquage DAPI. A3 : 

Superposition. A4 : Histogramme représentant le nombre de noyaux totaux chez des rats 

contrôles, SE, SE+MK-801. 

B1 à B4 : Amygdale (n=3). C1 à C4 : Cortex (n=3). D1à D4 : CA1 (n=3). E1 à E4 : CA3 

(n=3). Idem que pour A1 à A4. 
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Figure 2 : Enregistrement des concentrations extracellulaires de D-serine et de 

glutamate dans le cortex pariétal.  

A. Enregistrement de la concentration extracellulaire de la D-sérine (en rouge, n=5) et 

contrôle (en noir, n=6) dans le cortex pariétal.  

B. Histogramme représentant la moyenne ± SEM des niveaux de D-sérine avant le SE et à son 

arrêt par le valium. 

C. Enregistrement de la concentration extracellulaire de glutamate (en bleu, n=3) et contrôle 

(en noir, n=6) dans le cortex pariétal.  

D. Histogramme représentant la moyenne ± SEM des niveaux de glutamate avant le SE et à 

son arrêt par le valium. 

 

 

Enregistrement des concentrations extrasynaptiques de D-sérine et de glutamate chez le rat 

vigil pendant un status épilepticus dans le cortex piriforme/amygdale : 

 

 La deuxième zone où sont réalisés les enregistrements recouvre le cortex piriforme et 

l’amygdale et est fortement affectée par une perte neuronale 10 jours après le SE. Dès 

l’apparition des tremblements continus, une augmentation significative de la concentration 

extracellulaire de D-sérine a été enregistrée. Cette augmentation se poursuit jusqu’à l’arrêt du 
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SE par le valium, puis la concentration a diminué lentement pendant les heures suivant 

l’injection de valium. Cette augmentation de D-sérine est de 43,7 ± 6,4 pA ce qui correspond 

à une augmentation de 2.22 ± 0,32 μM (n=3, figure 3A, B). Lors du SE, la concentration 

extracellulaire de D-sérine est ainsi quasiment doublée par rapport à son niveau basal. 

Concernant la concentration extracellulaire de glutamate, une augmentation est également 

enregistrée dès l’apparition des tremblements continus. Celle-ci reste élevée pendant 1 heure 

après l’administration de valium pour ensuite diminuer lentement pendant les heures 

suivantes. Cette augmentation de glutamate de 65,30 pA correspond à une augmentation de 

7,72 μM (n=2). Notre équipe a estimé le niveau basal de glutamate à 1,2 μM en 

extracellulaire. Pendant le SE, ce niveau est donc environ 6 fois plus élevé (figure 3C, D). 

Lors de nos enregistrements, on voit un arrêt de l’augmentation des concentrations de D-

sérine et glutamate concomitant à la disparition des manifestations physiques chez le rat.  

 

 

 

Figure 3 : Enregistrement des concentrations extracellulaires de D-serine et de 

glutamate dans le cortex piriforme/amygdale.  

A. Enregistrement de la concentration extracellulaire de la D-sérine (en rouge, n=3) et 

contrôle (en noir, n=1) dans le cortex piriforme/amygdale.  
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B. Histogramme représentant la moyenne ± SEM des niveaux de D-sérine avant le SE et à son 

arrêt par le valium.  

C. Enregistrement de la concentration extracellulaire de glutamate (en bleu, n=2) et contrôle 

(en noir, n=1) dans le cortex piriforme/amygdale. 

D. Histogramme représentant la moyenne des niveaux de glutamate avant le SE et à son arrêt 

par le valium. 

 

 

Discussion :  

 

 Dans cette étude, nous avons montré que le MK-801 a un effet neuroprotecteur dans 

l’amygdale et CA3. Il limite la perte neuronale due à des processus excitotoxiques. L’effet 

protecteur du MK-801 dans ces deux zones nous informe que les processus excitotoxiques 

sont encore en cours dans ces deux zones deux heures après l’administration de valium. 

Scorza et al. (2009) ont montré que les dommages excitotoxiques n’apparaissent pas en même 

temps dans les différentes aires du cerveau. Deux hypothèses peuvent être émises, on peut soit 

supposer que les processus conduisant aux dommages de l’amygdale et de CA3 sont plus 

tardifs ou plus étalés dans le temps que ceux du cortex piriforme, terminés au moment de 

l’injection du valium. Pour confirmer cela, des injections de MK-801 à d’autres temps plus 

tardifs sont nécessaires. Soit d’autres mécanismes non excitotoxiques peuvent être 

responsables de la mort neuronale dans le cortex piriforme et donc insensibles à l’action du 

MK-801. Le MK-801 apporte une neuroprotection dans un premier temps, en revanche dans 

un second temps, des équipes ont montré qu’il exacerbe l’excitotoxicité (Pohl et al., 1999, 

Ikonomidou and Turski, 2002). Réaliser des injections de MK-801 à d’autres temps, de plus 

en plus éloignés de l’injection de valium, peut également être intéressant pour déterminer la 

fenêtre temporelle pendant laquelle le MK-801 est protecteur et ainsi adapter de nouvelles 

stratégies thérapeutiques pour les maladies neurodégénératives concernées par 

l’excitotoxicité.  

 Les premiers résultats obtenus chez les rats vigils montrent que les concentrations 

extracellulaires de D-sérine et de glutamate augmentent dès l’apparition du SE et jusqu’à 

l’arrêt du SE par l’injection de valium. Ces données montrent une implication dans 

l’excitotoxicité non seulement du glutamate, mais également de la D-sérine. Cela confirme in 

vivo les études de Shleper et al. (2005) et Papouin et al. (2012) réalisées sur tranches 

d’hippocampe. Harai et al. (2012) ont montré que l’absence de la sérine racémase chez des 

souris KO a un effet anti convulsivant. Suite à un SE, des souris contrôles ont une 

augmentation des concentrations extracellulaires de glutamate et de D-sérine tandis que chez 

les souris KO pour la SR, la D-sérine reste à des niveaux très faibles qui empêchent la 

suractivation des récepteurs NMDA. Ainsi, l’augmentation de la concentration ambiante de 

D-sérine pourrait potentialiser l’action excitotoxique du glutamate.   

 L’origine des récepteurs NMDA responsables de l’excitotoxicité est actuellement 

controversée. De nombreuses études montrent que les récepteurs NMDA extrasynaptiques 

sont responsables de l’excitotoxicité par activation de voies de signalisation pro-apoptotique 

tandis que les récepteurs NMDA synaptiques activent des voies de signalisation anti-
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apoptotiques et conduisent à la survie neuronale (Hardingham and Bading, 2003, 2010).  

Récemment, Papouin et al. (2012) ont montré que l’excitotoxicité est médiée par les 

récepteurs NMDA synaptiques. Notre étude ne permet pas de déterminer quels sont les 

récepteurs NMDA responsables de l’excitotoxicité. L’augmentation des concentrations de D-

sérine et de glutamate enregistrée en extrasynaptique peuvent avoir deux origines possibles. 

Elles peuvent être soit libérées directement dans l’espace extracellulaire et ainsi activer les 

récepteurs extrasynaptiques qui seraient donc responsables de l’excitotoxicité. En revanche, 

elles peuvent aussi provenir d’un spillover provenant de la fente synaptique et dans ce cas les 

récepteurs synaptiques sont également activés. Les EC50 obtenus in vitro concernant l’affinité 

de la D-sérine pour les récepteurs extrasynaptiques sont faibles et surprenantes (0.15 μM, 

Priestley et al., 1995) par rapport à nos données obtenues in vivo déterminant un niveau basal 

de D-sérine extrasynaptique de 2.3 μM dans le cortex et 2.8 μM dans l’hippocampe (Pernot et 

al., 2012). Si l’on se réfère aux EC50, toutes ces concentrations obtenues in vivo sont 

considérées comme saturantes (Cf introduction B, 1.4). A priori une augmentation de D-

sérine en extrasynaptique ne doit avoir aucun effet puisque d’après les valeurs obtenues pour 

les EC50 in vitro, le site est déjà saturé par la concentration ambiante de D-sérine.   

 Nos résultats montrent une implication de la D-sérine et du glutamate dans le SE. 

L’épilepsie observée chez la plupart des patients se caractérise typiquement par des crises de 

quelques secondes à 5 min. Dans ce type de pathologie, une diminution de la taille de 

l’hippocampe est observée chez des patients épileptiques depuis de nombreuses années et 

présentant des crises répétées, et pourrait être liée à des agressions excitotoxiques cumulées 

au cours de la vie du patient.  Wilson et al. (1996) ont montré une augmentation du glutamate 

extracellulaire chez des patients épileptiques depuis de nombreuses années et fréquemment 

concernés par une sclérose de l’hippocampe. Il pourrait donc être intéressant de provoquer des 

crises d’épilepsie plus courtes chez des rats vigils et d’enregistrer les concentrations de D-

sérine afin de déterminer si la D-sérine est uniquement impliquée dans le SE et les processus 

excitotoxiques ou également dans les crises d’épilepsie.   

 

Conclusion : 

Notre étude montre que le SE chez le rat provoque une augmentation de la concentration 

extracellulaire de glutamate et de D-sérine dans l’amygdale et le cortex piriforme, deux zones 

fortement lésées 10 jours après le SE. Le blocage des récepteurs NMDA par le MK-801 suffit 

à limiter la mort neuronale produite par le SE dans l’amygdale. Ces données confirment 

l’implication de mécanismes excitotoxiques dépendant du glutamate et de la D-sérine dans 

cette pathologie.  
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Pendant mon travail de thèse, je me suis intéressée à l’étude de la régulation de la 

concentration extracellulaire de la D-sérine et à son implication dans l’excitotoxicité. 

Dans la première partie de mon travail concernant les mécanismes de régulation de 

la D-sérine, nous avons tout d’abord montré grâce à nos biocapteurs enzymatiques et à des 

techniques d’HPLC, que suite à une injection intrapéritonéale de D-sérine, les concentrations 

intracellulaires et extracellulaires de D-sérine sont presque doublées bien que la D-sérine 

diffuse faiblement et lentement à travers la barrière hématoencéphalique. Des stocks 

intracellulaires de D-sérine sont présents et contiennent plus de 99% de la D-sérine totale du 

cerveau. Ensuite nous avons mis en évidence, in vivo, le rôle des transporteurs ASC dans la 

recapture et la libération de la D-sérine extracellulaire. Les sous types Asc-1 et ASCT2 

contribuent significativement à l’élimination de la D-sérine du milieu extracellulaire, 

indiquant que les neurones et les astrocytes participent ensemble à la recapture de D-sérine. 

En revanche, seul Asc-1 à la capacité de libérer de la D-sérine, impliquant une libération de 

D-sérine par transporteur uniquement neuronale. Puis le rôle de la DAAO et de la sérine 

racémase dans la dégradation in vivo de la D-sérine a été étudié. Nous avons déterminé que la 

DAAO est responsable de la dégradation de la D-sérine dans le cervelet tandis que la sérine 

racémase dégrade la D-sérine dans le cortex par son activité α,ȕ-éliminase.  

La seconde partie de mon travail de thèse était consacrée à l’implication de la D-

sérine dans l’excitotoxicité. Nous avons mis au point une méthode de quantification de la 

densité neuronale. Grâce à cette méthode, nous avons quantifié précisément la mort neuronale 

dans un modèle de status épilepticus chez le rat et identifié une composante excitotoxique 

sensible à l’administration d’antagonistes NMDA. Puis nous avons enregistré en temps réel 

les concentrations extracellulaires de D-sérine et de glutamate chez le rat vigil pendant un SE 

et observé une augmentation de la concentration de D-sérine et de glutamate extracellulaire 

dans une zone fortement lésée par des processus excitotoxiques, le cortex piriforme/amygdale. 

En revanche, dans le cortex pariétal ou il n’y a pas de perte neuronale, les concentrations de 

ces deux transmetteurs ne sont pas modifiées. Ces résultats indiquent que la D-sérine participe 

in vivo aux processus excitotoxiques au même titre que le glutamate  

Au vu des résultats que nous avons apportés concernant la régulation de la D-sérine 

extracellulaire et de ceux présents dans la littérature, on peut proposer un schéma récapitulatif 

de sa régulation (figure 1). Une fois synthétisée par la sérine racémase au niveau neuronal, la 

D-sérine est libérée dans l’espace extracellulaire par le transporteur Asc-1. Elle peut ensuite 

être recaptée soit par Asc-1 soit par ASCT2. Asc-1 est un transporteur neuronal, on peut 

supposer qu’en présence de trop forte concentration de D-sérine extracellulaire, Asc-1 recapte 

la D-sérine pour permettre sa dégradation par la sérine racémase qui va fonctionner en 

éliminase dans les neurones du télencéphale. En revanche la localisation d’ASCT2 est encore 

actuellement controversée. Sa localisation est identifiée comme neuronale et/ ou astrocytaire. 

On peut proposer que les transporteurs ASCT2 astrocytaires permettent de recapter la D-

sérine présente dans l’espace extracellulaire pour permettre son stockage intracellulaire dans 

le téléncéphale ou sa dégradation par la DAAO dans le cervelet. Les transporteurs ASCT2 

neuronaux peuvent avoir le même but qu’Asc-1, réguler la quantité de D-sérine présente en 

permettant sa dégradation. En effet, en présence d’une concentration élevée de D-sérine, 

l’activité de la sérine racémase pourrait être préférentiellement de type α,ȕ-éliminase et 

permettre le retour à des niveaux de D-sérine physiologiques. Cependant, les mécanismes 
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permettant de réguler les deux activités sérine racémase et α,ȕ-éliminase pour la même 

enzyme restent encore mal connus. La présence de stock intracellulaire astrocytaire supporte 

la fonction de la D-sérine comme transmetteur pouvant moduler la transmission synaptique et 

être mobilisé rapidement. L’ensemble de ces résultats montrent que la D-sérine extracellulaire 

est régulée par des mécanismes complexes de transport et de dégradation. Ces mécanismes 

pourraient être dysrégulés au cours d’agressions cérébrales comme le status épilepticus, 

menant ainsi à des concentrations anormalement élevées de D-sérine qui contribuent à 

l’excitotoxicité. 

 

 

 

 
 

Figure 1 : Schéma récapitulatif de la régulation de la D-sérine extracellulaire.  

 

 

Nous avons montré que la D-sérine joue un rôle actif dans l’excitotoxicité présente 

dans le status épilepticus. Ces résultats permettent d’envisager de nouveaux traitements contre 

l’excitotoxicité.  Bloquer la D-sérine dans le status épilepticus permettrait de prévenir une 
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partie des lésions. Il est envisageable de bloquer la libération de D-sérine en inhibant sa 

libération par le transporteur Asc-1. Deuxièmement, on peut imaginer le développement de 

traitement permettant une diminution de la concentration extracellulaire de D-sérine en 

favorisant l’activité éliminase de la sérine racémase. Il est possible que de nombreuses 

pathologies impliquant des processus excitotoxiques impliquent aussi une augmentation de la 

concentration de D-sérine. Au contraire, la schizophrénie semble caractérisée par une 

diminution de la concentration de D-sérine. Nos résultats apportent une meilleure 

compréhension des régulations de la D-sérine et permettent d’envisager et/ou de réadapter des 

traitements pharmacologiques. Nos données montrant une dégradation de la D-sérine par la 

sérine racémase dans le cortex offrent de nouvelles possibilités pour le traitement de la 

schizophrénie. La D-sérine est néphrotoxique utilisée à de forte dose. On peut envisager de 

donner à la fois des inhibiteurs de la sérine racémase et de la D-sérine par traitement oral. 

Cela permettrait de diminuer les doses de D-sérine à administrer aux patients.  

Dans le cadre de cette thèse, les microbiocapteurs implantables ont fourni une 

méthodologie innovante permettant de suivre en temps réel les concentrations extracellulaires 

de D-sérine avec une résolution temporelle proche de la seconde. Nous avons pu ainsi 

confirmer in vivo plusieurs mécanismes précédemment identifiés in vitro avec des cultures 

cellulaires ou des tranches de cerveau : la recapture de D-sérine par les transporteurs Asc-1 et 

ASCT2, la libération de D-sérine par Asc-1, et la dégradation de D-sérine par la sérine 

racémase. En revanche, nous n’avons jamais réussi à mettre en évidence une libération rapide 

de D-sérine évoquée par un stimulus physiologique compatible avec l’exocytose. Par exemple, 

nous avons testés la stimulation électrique de la voie perforante avec un enregistrement dans 

le gyrus denté et n’avons jamais détecté la libération de D-sérine prédite par certains modèles 

actuels  (Oliet and Mothet, 2009, Henneberger et al., 2010) qui proposent une libération 

rapide de D-sérine astrocytaire par exocytose en réponse à l’activité synaptique 

glutamatergique. Il est possible que cette libération mette en jeu des quantités infimes de D-

sérine confinées dans la fente synaptique mais indétectables par nos biocapteurs 

extrasynaptiques. Le fait que les mécanismes physiologiques proposés sur la base de résultats 

obtenus in vitro ne soient pas systématiquement vérifiés in vivo justifie notre approche 

expérimentale fondée sur l’expérimentation in vivo par des microbiocapteurs implantables. 

Une seconde étape extrêmement importante est la transposition des résultats obtenus chez le 

rongeur à l’homme. Actuellement cela est encore une difficulté majeure. Un exemple de cette 

difficulté est notamment apparu lors du développement d’inhibiteurs de la DAAO pour le 

traitement de la schizophrénie. Il a été mis en évidence que la DAAO de rat est différente de 

la DAAO humaine et qu’elles ne possèdent pas les mêmes affinités pour les inhibiteurs. Cela 

souligne les limites de l’utilisation des rongeurs pour développer des traitements destinées à 

soigner les humains. Il est important de ne pas oublier cela lors du développement et de la 

validation de traitements destinés à l’homme.  

 Bien connaitre la régulation de la D-sérine in vivo est extrêmement important pour 

comprendre les disfonctionnements présents dans les pathologies du système nerveux central. 

Un des points forts de nos études est que grâce aux biocapteurs enzymatiques nous pouvons 

étudier in vivo ce qui jusqu’à présent n’a été étudié que in vitro ou ex vivo. Pour l’instant nous 

sommes limités à l’enregistrement des concentrations extrasynaptiques et d’une seule 

molécule à la fois. Notre laboratoire travaille actuellement à développer des biocapteurs 
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permettant l’enregistrement simultané de plusieurs molécules, par rapport à la microdialyse 

cela permettrait de limiter les dégâts provoqués par l’insertion de la sonde. Pour mieux 

s’affranchir des lésions tissulaires provoquées par l’implantation des biocapteurs, il serait 

intéressant de développer des biocapteurs encore plus petits. En revanche, vu la taille de la 

fente synaptique (quelques nm) il est probable que les concentrations de neurotransmetteurs à 

la synapse restent hors d’atteinte des biocapteurs électrochimiques. Pour avoir une vision 

complète de la régulation des neurotransmetteurs et de leur origine synaptique ou 

extrasynaptique lors de diverses situations physiologiques ou pathologiques, il est nécessaire 

d’avoir recours à une approche pluridisciplinaire impliquant plusieurs techniques différentes.  

Pendant mon travail de thèse, je me suis intéressée principalement à la D-sérine. Le 

récepteur NMDA possède également un autre co-agoniste, la glycine. Lors de notre étude de 

l’excitotoxicité dans le status épilepticus, nous avons enregistré les concentrations 

extracellulaires de D-sérine et de glutamate. Des enregistrements de la concentration 

extracellulaire de glycine in vivo permettraient de compléter cette étude en définissant le rôle 

des trois agonistes des récepteurs NMDA dans les processus excitotoxiques. Des capteurs à 

glycine sensibles et spécifiques ne sont pas encore disponibles. Nos essais préliminaires avec 

la glycine oxydase n’ont pas permis de développer des capteurs stables. Mais la mise au point 

de biocapteurs de glycine reste un objectif de long terme. 

Actuellement nous sommes capables d’enregistrer pendant 24h en continu sans perte 

de signal du biocapteur enzymatique. Ces biocapteurs permettant l’enregistrement de 

plusieurs molécules extracellulaires sont envisagés pour être utilisé à long terme chez des 

patients dans le coma atteints de traumatismes crâniens sévères ou d’hémorragie sous-

arachnoïdienne. Il devient alors important de pouvoir définir quelle est la durée de la stabilité 

de ces biocapteurs in vivo. La biocompatibilité devra également être étudiée et certains 

éléments de leur composition devront être remplacés comme par exemple la poly-m-

phénylenediamine qui est toxique pour l’homme. Une des étapes les plus difficiles pour 

passer aux enregistrements chez l’humain sera de trouver une méthode de stérilisation ne 

dénaturant pas l’enzyme. Les procédures de stérilisation envisagée sont l’irradiation par les 

rayons Ȗ ou par faisceau d’électron. Un des buts est également d’industrialiser ces 

biocapteurs. Actuellement nos biocapteurs sont fabriqués manuellement, l’industrialisation 

permettrait d’avoir une disponibilité, une reproductibilité et une accessibilité plus grande de 

cette technique par la communauté scientifique.  
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