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Liste des professeurs des universités � Praticiens hospitaliers au 01/09/2010 
Nom PRENOM ADRESSE 1 ADRESSE 2 
ALBALADEJO Pierre CLINIQUE D'ANESTHESIE 

PÔLE 2 ANESTHESIE -
REANIMATIONS 

CHU 

ARVIEUX-BARTHELEMY Catherine CLINIQUE DE CHIRURGIE ET DE 
L'URGENCE POLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

BACONNIER Pierre BIOSTATISTIQUES ET 
INFORMATIQUE MEDICALE 
PAVILLON D 
POLE 17 SANTE PUBLIQUE 

CHU 

BAGUET Jean-Philippe CLINIQUE DE CARDIOLOGIE / 
HYPERTENSION ARTERIELLE 
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 

CHU 

BALOSSO Jacques RADIOTHERAPIE 
PÔLE 5 CANCEROLOGIE 

CHU 

BARRET Luc CLINIQUE MEDECINE LEGALE 
PÔLE 8 PLURIDISCIPLINAIRE DE 
MEDECINE 

CHU 

BAUDAIN Philippe CLINIQUE RADIOLOGIE ET 
IMAGERIE MEDICALE 
PÔLE 13 IMAGERIE 

CHU 

BEANI Jean-Claude CLINIQUE DERMATOLOGIE-
VENEROLOGIE-PHOTOBIOLOGIE ET 
ALLERGOLOGIE 
PÔLE 8 PLURIDISCIPLINAIRE DE 
MEDECINE 

CHU 

BENHAMOU Pierre-Yves CLINIQUE ENDOCRINO DIABETO 
NUTRITION EDUCATION 
THERAPEUTIQUE / DIABETOLOGIE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

BERGER François ONCOLOGIE MEDICALE 
PÔLE 5 CANCEROLOGIE 

CHU 

BLIN Dominique CLINIQUE CHIRURGIE CARDIAQUE 
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 

CHU 

BOLLA Michel CENTRE COORD. CANCEROLOGIE 
PÔLE 5 CANCEROLOGIE 

CHU 

BONAZ Bruno CLINIQUE HEPATO-GASTRO-
ENTEROLOGIE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

BOSSON Jean-Luc DPT DE METHODOLOGIE DE 
L'INFORMATION DE SANTE 
PÔLE 17 SANTE PUBLIQUE 

CHU 

BOUGEROL Thierry PSYCHIATRIE D'ADULTES 
PÔLE 10 PSYCHIATRIE & 
NEUROLOGIE 

PAVILLON D. 
VILLARS 
CHU 

BRAMBILLA Elisabeth DPT ANATOMIE & CYTOLOGIE 
PATHOLOGIQUES 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

BRAMBILLA Christian CLINIQUE DE PNEUMOLOGIE 
PÔLE 7 MEDECINE AIGÜE & 
COMMUNAUTAIRE 

CHU 

BRICHON Pierre-Yves CLINIQUE DE CHIRURGIE 
VASCULAIRE & THORACIQUE 
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 
 

CHU 



 

Nom PRENOM ADRESSE 1 ADRESSE 2 
BRIX Muriel CLINIQUE CHIR. MAXILLOFACIALE 

PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

CAHN Jean-Yves CANCEROLOGIE 
PÔLE 5 CANCEROLOGIE 

CHU 

CARPENTIER Patrick CLINIQUE MEDECINE VASCULAIRE 
PÔLE 8 PLURIDISCIPLINAIRE DE 
MEDECINE  

CHU 

CARPENTIER Françoise CLINIQUE URGENCE 
PÔLE 1 SAMU SMUR 

CHU 

CESBRON Jean-Yves IMMUNOLOGIE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

J. ROGET 
FACULTE DE 
MEDECINE 

CHABARDES Stephan CLINIQUE DE NEUROCHIRURGIE 
CHU 

CHABRE Olivier CLINIQUE ENDOCRINO DIABETO 
NUTRITION EDUCATION 
THERAPEUTIQUE/ENDOCRINOLOGI
E 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

CHAFFANJON Philippe CLINIQUE CHIRURGIE 
THORACIQUE, VASCULAIRE ET 
ENDOCRINIENNE 

CHU 

CHAVANON Olivier CLINIQUE DE CHIRURGIE 
CARDIAQUE 
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 

CHU 

CHIQUET Christophe CLINIQUE OPHTALMOLOGIQUE 
PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

CHIROSSEL Jean-Paul ANATOMIE 
PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

FACULTE 

CINQUIN Philippe DPT D'INNOVATIONS 
TECHNOLOGIQUES 
PÔLE 17 SANTE PUBLIQUE 

CHU 

COHEN Olivier DELEGATION - HC FORUM 
(Création entreprise) - rémunération 
universitaire conservée 

  

COUTURIER Pascal CLINIQUE MEDECINE GERIATRIQUE 
PÔLE 8 PLURIDISCIPLINAIRE DE 
MEDECINE 

CHU 

CRACOWSKI Jean-Luc LABORATOIRE DE 
PHARMACOLOGIE 

CHU 

DE GAUDEMARIS Régis DPT MEDECINE & SANTE DU 
TRAVAIL 
PÔLE 17 SANTE PUBLIQUE 

CHU 

DEBILLON Thierry CLINIQUE REA. & MEDECINE 
NEONATALE 
PÔLE COUPLE/ENFANT 

CHU 

DEMATTEIS Maurice CLINIQUE DE MEDECINE LEGALE CHU 
DEMONGEOT Jacques BIOSTATISTIQUES ET 

INFORMATIQUE MEDICALE 
POLE 17 SANTE PUBLIQUE 

CHU 

DESCOTES Jean-Luc CLINIQUE UROLOGIE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 



 

Nom PRENOM ADRESSE 1 ADRESSE 2 
ESTEVE François Dir. Equipe 6 U836 - ID17 /ESRF 

Grenoble Institut des Neurosciences 
Bat Edmond 
SAFRA 

FAGRET Daniel CLINIQUE DE MEDECINE 
NUCLEAIRE 
PÔLE 13 IMAGERIE 

CHU 

FAUCHERON Jean-Luc CLINIQUE DE CHIRURGIE 
DIGESTIVE ET DE L'URGENCE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

FAVROT Marie-
Christine 

DPT DE BIOLOGIE INTEGREE / 
CANCEROLOGIE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

FERRETTI Gilbert CLINIQUE RADIOLOGIE ET 
IMAGERIE MEDICALE 
PÔLE 13 IMAGERIE 

CHU 

FEUERSTEIN Claude GIN Bat Edmond 
SAFRA 

FONTAINE Eric CLINIQUE NUTRITION 
ARTIFICIELLE 
PÔLE 7 MED. AIGÜE & 
COMMUNAUTAIRE 

CHU 

FRANCOIS Patrice DPT DE VEILLE SANITAIRE 
PÔLE 17 SANTE PUBLIQUE 

CHU 

GARNIER Philippe   
 

GAUDIN Philippe CLINIQUE DE RHUMATOLOGIE 
PÔLE 11 APPAREIL LOCOMOTEUR 
GERIATRIE CHISSE 

CHU 

GAY Emmanuel CLINIQUE NEUROCHIRURGIE 
PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

GRIFFET Jacques CHIRURGIE INFANTILE CHU 
HALIMI Serge CLINIQUE ENDOCRINO-DIABETO-

NUTRITION 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

HOMMEL Marc CLINIQUE DE NEUROLOGIE  
PÔLE 10 PSYCHIATRIE & 
NEUROLOGIE 

CHU 

JOUK Pierre-Simon DEPARTEMENT GENETIQUE ET 
PROCREATION 
PÔLE 9 COUPLE/ENFANT 

CHU 

JUVIN Robert CLINIQUE DE RHUMATOLOGIE 
PÔLE 11 APPAREIL LOCOMOTEUR 
GERIATRIE CHISSE 

HOPITAL 
SUD 

KAHANE Philippe CLINIQUE DE NEUROLOGIE  
PÔLE 10 PSYCHIATRIE & 
NEUROLOGIE 

CHU 

KRACK Paul CLINIQUE DE NEUROLOGIE PÔLE 10 
PSYCHIATRIE & NEUROLOGIE 

CHU 

KRAINIK Alexandre CLINIQUE NEURORADIOLOGIE & 
IRM 
Pôle 13 IMAGERIE 

CHU 

LANTUEJOUL Sylvie DEPARTEMENT D'ANATOMIE & 
CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

LE BAS Jean-François CLINIQUE NEURORADIOLOGIE & 
IRM 
Pôle 13 IMAGERIE 

CHU 



 

Nom PRENOM ADRESSE 1 ADRESSE 2 
LEBEAU Jacques CLINIQUE CHIR. MAXILLO-FACIALE 

PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

LECCIA Marie-
Thérèse 

CLINIQUE DERMATOLOGIE-
VENEROLOGIE 
PHOTOBIOLOGIE ET 
ALLERGOLOGIE 
PÔLE 8 PLURIDISCIPLINAIRE DE 
MEDECINE 

CHU 

LEROUX Dominique DEPARTEMENT BIOLOGIE & 
PATHOLOGIE DE LA CELLULE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

LEROY Vincent CLINIQUE HEPATO-GASTRO-
ENTEROLOGIE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

LETOUBLON Christian CLINIQUE CHIRURGIE DIGESTIVE & 
URGENCE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

LEVERVE Xavier LABORATOIRE THERAPEUTIQUE 
UFR BIOLOGIE BAT 72 UJF 
BP 53X 

38041 
GRENOBLE 
CEDEX 1 

LEVY Patrick PHYSIOLOGIE  
PÔLE 12 REEDUCATION & 
PHYSIOLOGIE 

CHU 

LINARDI Joël BIOCHIMIE ADN 
PÔLE 9 COUPLE/ENFANT 

CHU 

MACHECOURT Jacques CLINIQUE DE CARDIOLOGIE  
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 

CHU 

MAGNE Jean-Luc CLINIQUE CHIRURGIE VASCULAIRE 
& THORACIQUE 
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 

CHU 

MAITRE Anne Médecine du travail EPSP/DPT DE 
BIOLOGIE INTEGREE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

J. ROGET 
FACULTE 4E 
ETAGE 

MASSOT Christian CLINIQUE MEDECINE INTERNE 
PÔLE 8 PLURIDISCIPLINAIRE DE 
MEDECINE 

CHU 

MAURIN Max DEPARTEMENT DES AGENTS 
INFECTIEUX / BACTERIOLOGIE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

MERLOZ Philippe CLINIQUE CHIR. ORTHOPEDIE 
TRAUMATOLOGIE 
PÔLE 3 TÊTE & COU & 
CHIR.REPARATRICE 

CHU 

MORAND Patrice DPT DES AGENTS INFECTIEUX / 
VIROLOGIE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

MORO-SIBILOT Denis PNEUMOLOGIE PHTISIOLOGIE 
BUREAU HD11 

CHU 

MOUSSEAU Mireille ONCOLOGIE MEDICALE 
PÔLE 5 CANCEROLOGIE 

CHU 

MOUTET François CHIR. PLASTIQUE ET 
RECONSTRUCTRICE ET 
ESTHETIQUE 

CHU 

PASSAGIA Jean-Guy ANATOMIE PÔLE 3 TÊTE & COU & 
CHIR. REPARATRICE 

CHU 



 

Nom PRENOM ADRESSE 1 ADRESSE 2 
PAYEN DE LA GARANDERIE Jean-François CLINIQUE REANIMATION  

PÔLE 2 ANESTHESIE-REANIMATION 
CHU 

PELLOUX Hervé DEPARTEMENT DES AGENTS 
INFECTIEUX / PARACITOLOGIE ET 
MYCOLOGIE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

PEPIN Jean-Louis CLINIQUE PHYSIOLOGIE SOMMEIL 
& EXERCICE 
PÔLE 12 REEDUCATION & 
PHYSIOLOGIE 

CHU 

PERENNOU Dominique CLINIQUE MPR 
PÔLE 12 REEDUCATION & 
PHYSIOLOGIE 

CHU 

PERNOD Gilles CLINIQUE DE MEDECINE 
VASCULAIREPÔLE 8 
PLURIDISCIPLINAIRE DE MEDECINE 

CHU 

PIOLAT Christian CLINIQUE DE CHIRURGIE 
INFANTILE 

CHU 

PISON Christophe CLINIQUE PNEUMOLOGIE 
PÔLE 7 MEDECINE AIGUË & 
COMMUNAUTAIRE 

CHU 

PLANTAZ Dominique CLINIQUE MEDICALE PEDIATRIQUE 
PÔLE 9 COUPLE / ENFANT CHU 

POLACK Benoît DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET 
PATHOLOGIE DE LA CELLULE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

POLLAK Pierre NEUROLOGIE 
PÔLE 10 PSYCHIATRIE & 
NEUROLOGIE 

CHU 

PONS Jean-Claude CLINIQUE UNIVERSITAIRE 
GYNECOLOGIE OBSTETRIQUE 
PÔLE 9 COUPLE / ENFANT 

CHU 

RAMBEAUD Jean-Jacques CLINIQUE UROLOGIE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

REYT Emile CLINIQUE O.R.L. 
PÔLE 3 TÊTE ET COU ET CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

RIGHINI Christian CLINIQUE O.R.L. 
PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

ROMANET Jean-Paul CLINIQUE OPHTALMOLOGIQUE 
PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

SARAGAGLIA Dominique CLINIQUE ORTHOPEDIQUE & 
TRAUMATOLOGIE 
PÔLE 11 APPAREIL LOCOMOTEUR & 
GERIATRIE CHISSE 

HOPITAL 
SUD 

SCHAAL Jean-Patrick CLINIQUE UNIVERSITAIRE 
GYNECOLOGIE OBSTETRIQUE 
PÔLE 9 COUPLE / ENFANT 

CHU 

SCHMERBER Sébastien CLINIQUE O.R.L. 
PÔLE 3 TÊTE & COU & CHIR. 
REPARATRICE 

CHU 

SEIGNEURIN Daniel DPT ANATOMIE & CYTOLOGIE 
PATHOLOGIQUES 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

SELE Bernard DPT GENETIQUE & PROCREATION 
PÔLE 9 COUPLE / ENFANT 

CHU 



 

Nom PRENOM ADRESSE 1 ADRESSE 2 
SESSA Carmine CHIRURGIE THORACIQUE 

VASCULAIRE 
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 

CHU 

STAHL Jean-Paul CLINIQUE INFECTIOLOGIE 
PÔLE 7 MEDECINE AIGÜE ET 
COMMUNAUTAIRE 

CHU 

TIMSIT Jean-François CLINIQUE REANIMATION 
MEDICALE 
POLE 7 MED. AIGÜE & 
COMMUNAUTAIRE 

CHU 

TONETTI Jérôme CLINIQUE ORTHOPEDIQUE & 
TRAUMATOLOGIE 
PÔLE 11 APPAREIL LOCOMOTEUR & 
GERIATRIE CHISSE 

CHU 

TOUSSAINT Bertrand BIOCHIMIE & BIOLOGIE 
MOLECULAIRE 
PÔLE 14 BIOLOGIE 

CHU 

VANZETTO Gérald CLINIQUE DE CARDIOLOGIE  
PÔLE 4 CARDIO VASC. & 
THORACIQUE 

CHU 

VUILLEZ Jean-Philippe BIOPHYSIQUE & TRAITEMENT DE 
L'IMAGE 

CHU 

ZAOUI Philippe CLINIQUE NEPHROLOGIE 
PÔLE 6 DIGILUNE 

CHU 

ZARSKI Jean-Pierre CLINIQUE HEPATO-GASTRO-
ENTEROLOGIE 
PÔLE 6 DIGIDUNE 

CHU 

        
BLIN Dominique   CHU 
BOLLA Michel   CHU 
GARNIER Philippe   CHU 
MOREL Françoise   CHU 
SEIGNEURIN Jean-Marie   CHU 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Liste des maitres de conférences des universités � Praticiens hospitaliers au 01/09/2010 

Nom PRENOM 
LOCALISATION 
HOSPITALIERE 

  ADRESSE 1 ADRESSE 2 

BOTTARI Serge Biologie Cellulaire CHU 
Laboratoire de 
bioénergétique  
INSERM U884 

BP 53 
38041 
GRENOBLE 
CEDEX 9 

BOUTONNAT Jean 
Département de Biologie 
et Pathologie de la Cellule 
- Pôle 14 Biologie 

CHU 
Département de Biologie 
et Pathologie de la Cellule 
- Pôle 14 Biologie 

CHU 

BRENIER-
PINCHART 

M.Pierre Parasitologie CHU 

Département des agents 
infectieux Parasitologie 
Mycologie 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

BRICAULT Ivan 
Radiologie et imagerie 
médicale 

CHU 
Clinique de radiologie et 
imagerie médicale 
Pôle 13: Imagerie 

CHU 

BRIOT Raphaël 
Départ. De Cancérologie 
et d'Hématologie 

CHU 
Pôle Urgence SAMU 

CHU 

CALLANAN-
WILSON 

Mary Génétique IAB 
Génétique 

IAB 

CROIZE Jacques Bactériologie-Virologie CHU 

Département des agents 
infectieux 
Microbiovigilance 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

DERANSART Colin Neurologie LAPSEN 
UFR 
BIOLOGIE 

GIN 
Equipe 9 

Bâtiment E. 
SAFRA 

DETANTE Olivier 
Cancérologie et 
hématologie - Pôle 5 
Cancérologie 

CHU 
Clinique de Neurologie 

CHU 

DUMESTRE-
PERARD 

Chantal Immunologie SUD CHU 
Immunologie Bâtiment J. 

ROGET 

EYSSERIC Hélène Médecine Légale CHU 

Clinique de Médecine 
Légale 
Pôle 8: Pôle 
Pluridisciplinaire de 
Médecine 

CHU 

FAURE Anne-Karen 
Département de génétique 
et procréation 

CHU 

Biologie de la procréation 
/ CECOS Département 
Génétique et procréation 
Pôle 9: Couple / enfant 

CHU 

FAURE Julien     
Département génétique et 
procréation 
Pôle 9: Couple / enfant 

CHU 

GARBAN Frédéric 
Unité Clinique thérapie 
cellulaire - Pôle 5: 
Cancérologie 

CHU 
Unité Clinique thérapie 
cellulaire - Pôle 5: 
Cancérologie 

CHU 

GAVAZZI Gaëtan 

Médecine interne 
gériatrique 
Pôle 8: pôle 
pluridisciplinaire de 
Médecine 

CHU 

Clinique médecine interne 
gériatrique 
Pôle 8: pôle 
pluridisciplinaire de 
Médecine 

CHU 

GILLOIS Pierre 
information et 
informatique Médicale 

CHU 
Laboratoire TIMC 

CHU 

GRAND Sylvie 
Radiologie et imagerie 
médicale (I.R.M) 

CHU 
Clinique de radiologie et 
imagerie médicale 
Pôle 13: Imagerie 

CHU 



 

Nom PRENOM 
LOCALISATION 
HOSPITALIERE 

  ADRESSE 1 ADRESSE 2 

HENNEBICQ Sylviane 
Biologie du 
développement et de la 
reproduction 

CHU 

Biologie de la procréation 
/ CECOS Département 
Génétique et procréation 
Pôle 9: Couple / enfant 

CHU 

HOFFMANN Pascale Gynécologie Obstétrique CHU 
Clinique Universitaire 
Gynécologie Obstétrique 
Pôle 9: Couple / enfant 

CHU 

JACQUOT Claude 
Anesthésiologie et 
Réanimation Chirurgicale 

CHU 
Clinique d'Anesthésie 
Pôle 2: Anesthésie - 
Réanimations 

CHU 

LABARERE José Dpt de veille sanitaire CHU 
Département de veille 
sanitaire 
Pôle 17: Santé Publique 

CHU 

LAPORTE François 
Pathologie Cellulaire - 
Pôle 14: Biologie 

CHU 
Département de Biologie 
intégrée 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

LARDY Bernard 
Laboratoire 
d'enzymologie - 6e étage 

CHU 

Département de Biologie 
et Pathologie de la Cellule 
- Laboratoire 
d'Enzymologie  
Pôle 14: Biologie 

CHU 

LARRAT Sylvie 
Biochimie et Biologie 
Moléculaire 

CHU 
Département des agents 
infectieux 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

LAUNOIS-
ROLLINAT 

Sandrine 
Lab. explor. Fonct. 
Cardiorespiratoires 

CHU 

Clinique de Physiologie 
sommeil et exercice Lab. 
Explor. Fonct. cardio-
respiratoires 
Pôle 12: Rééducation et 
physiologie 

CHU 

MALLARET Marie-Reine 
Epidémiologie, économie 
de la Santé (Mal. Inf.) 

CHU 
Unité d'Hygiène 
Hospitalière Pavillon E 

CHU 

MAUBON Danièle 
Département des agents 
infectieux Parasitologie - 
Mycologie 

CHU 
Département des agents 
infectieux Parasitologie - 
Mycologie 

CHU 

MOREAU-GAUDRY Alexandre   CHU 
Département d'innovations 
technologiques 
Pôle 17: Santé Publique 

CHU 

MOUCHET Patrick Physiologie CHU 

Clinique de Physiologie 
sommeil et exercice Lab. 
Explor. Fonct. cardio-
respiratoires 
Pôle 12: Rééducation et 
physiologie 

CHU 

PACLET 
Marie-
Hélène 

Biochimie et Biologie 
Moléculaire 

CHU 

Département de Biologie 
et Pathologie de la Cellule 
- Laboratoire 
d'Enzymologie  
Pôle 14: Biologie 

CHU 

PALOMBI Olivier 
Clinique de 
Neurochirurgie 

CHU 
Clinique de neurologie 
Pôle 3: Tete et cou et 
chirurgie réparatrice 

CHU 

PASQUIER Dominique 
UM Ana. Path. 4  -  
Pôle 14: Biologie 

CHU 
Département d'anatomie et 
cytologie pathologiques 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

PELLETIER Laurent Biologie Cellulaire CHU 
Centre d'innovation 
biologique 

CHU 



 

Nom PRENOM 
LOCALISATION 
HOSPITALIERE 

  ADRESSE 1 ADRESSE 2 

PAYSANT François     

Clinique de Médecine 
Légale 
Pôle 8: Pôle 
Pluridisciplinaire de 
Médecine 

CHU 

RAY Pierre Génétique BDR CHU 

Biologie de la 
reproduction Département 
génétique et procréation 
Pôle 9: Couple / Enfant 

CHU 

RENVERSEZ Jean-Charles 
Biochimie et Biologie 
Moléculaire 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

Département de Biologie 
intégrée 
Biochimie et Biologie 
Moléculaire 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

RIALLE Vincent 
information et 
informatique Médicale 

CHU 
Laboratoire TIMC 

La Tronche 

SATRE Véronique 
Génétique 
chromosomique 

CHU 

Génétique chromosomique 
Département génétique et 
procréation 
Pôle 9: Couple / enfant 

CHU 

STANKE-LABESQUE Françoise 
Laboratoire de 
Pharmacologie 

CHU 
Laboratoire de 
Pharmacologie 

CHU 

STASIA Marie-Josée 

UM diagnostic & 
Recherche granulomatose 
septique -  
Pôle 14: Biologie 

CHU 

Département de biologie et 
pathologie de la cellule 
Pôle 14: Biologie 

CHU 

TAMISIER Renaud Physiologie CHU 

Clinique de Physiologie 
sommeil et exercice Lab. 
Explor. Fonct. cardio-
respiratoires 
Pôle 12: Rééducation et 
physiologie 

CHU 

WEIL Georges 
Biostatistiques et 
Informatique Médicales 

CHU 
Biostatistiques et 
Informatique Médicale 
Pôle 17: Santé Publique 

CHU 
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Abréviations 

 

Akt  (PI3-K / Akt) : voie du phosphatidylinositol 3 kinase / Akt  

AVC : accident vasculaire cérébral 

BHE : barrière hématoencéphalique 

BWC : brain water contain 

CEPO : érythropoïétine carbamylée 

DS : déviation standard 

DMSO : diméthylsulfoxide 

EPO : érythropoïétine 

Erk  : extracellular regulated kinase 

EtCO2 : fraction expirée  en CO2 

FDA : Food and Drug Administration 

GA : gauge 

 JAK : Janus kinase  

KCL : chlorure de potassium 

MAPKinase: mitogen activated protein kinase 

MO : microscopie optique 

OC : �dème cérébral 

PIC : pression intracrânienne 

rhEPO : érythropoïétine humaine recombinante 

SNC : système nerveux central 

SpGr : gravité spécifique (d�un échantillon) 

TBI : traumatic brain injury  

TC : traumatisme crânien 
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Résumé 

 

 

Notre équipe avait montré que l�érythropoïétine (EPO) diminuait significativement 
l��dème cérébral (OC) des rats soumis à un traumatisme crânien diffus (TC). Cette 
diminution était accompagnée de modifications intracérébrales précoces de phosphorylation 
des protéines kinases Erk et Akt. Dans cette étude, nous avons tenté de mettre en évidence un 
lien causal entre les modifications de phosphorylation observées et la diminution de l��dème 

cérébral, par inhibition de ces protéines kinases. Afin d�inhiber Erk et Akt directement en 

intracérébral, un modèle d�injection intracérébroventriculaire a été validé par injection 

intracérébrale d�encre de Chine et visualisation en microscopie optique. L�inhibiteur de Erk, 
U0126 ou d�Akt, LY294,002 ont été injectés juste avant le traumatisme crânien. L�EPO 

(5 000 UI/kg) a été administrée par voie intraveineuse 30 minutes après le TC. La 
phosphorylation des protéines kinases était mesurée à 1 heure (H1) et l��dème cérébral était 
évalué par gravimétrie à 2 heures (H2). L�inhibition de Akt n�a pas modifié l�OC post-TC et 
l�administration d�EPO est demeurée sur l�OC. Akt ne semble donc pas jouer de rôle dans 
l�effet anti-�démateux de l�EPO. Après inhibition de Erk, la diminution de l�OC a été 
comparable à celle observée avec l�EPO sans effet additif. Ces données suggèrent que l�effet 

anti-�démateux cérébral de l�EPO après TC diffus pourrait être médié par l�inhibition 

précoce de la phosphorylation Erk.  

 

 

Mots-clefs : Erythropoïétine, Traumatisme crânien, �dème cérébral, Erk, Akt 
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Abstract 

 

 

Our team found that erythropoietin (EPO) significantly reduced the development of 
brain edema in a rat model of diffuse traumatic brain injury (TBI). This reduction was 
associated with early changes of brain phosphorylation of two protein kinases, Erk and Akt. 
In this study, we investigated the possible causal link between phosphorylation changes and 
brain edema. To specifically inhibit Erk and Akt, we developed a model with 
intracerebroventricular injection by using intracerebral injection of Indian ink and optical 
microscopy visualization. The ERK-1/-2 inhibitor, U0126, or the Akt inhibitor, LY294002 
were administered before traumatic brain injury.  EPO (5,000 IU/kg body weight) was 
intravenously administrated 30 mins after injury brain. Phosphorylation of Erk and Akt was 
measured 1 hour after insult (H1) and brain water content were measured 2 hours (H2) after 
insult by gravimetric technique. The inhibition of Akt pathway did not result in significant 
differences in brain water contain (BWC); the addition of post injury treatment with EPO 
significantly decreased BWC. Inhibition of Erk reduced BWC, no further reduction of brain 
edema was found when Erk was combined with EPO treatment. These results suggest that the 
anti-edematous effect of EPO after diffuse TBI could be mediated through an early inhibition 
of ERK phosphorylation. 

 

 

Keywords : erythropoietin, Traumatic brain injury, Brain edema, Erk, Akt 
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Partie 1 : Introduction 

 

La prise en charge du traumatisé crânien représente un véritable enjeu de santé 
publique. En effet, le traumatisme crânien (TC) représente l�une des premières causes de 

morbidité et de mortalité chez le sujet jeune. Son incidence annuelle est élevée (estimée à 175 
à 200 pour 100 000 habitants aux Etats-Unis)1. En France, le pronostic de cette affection reste 
grave avec une mortalité estimée à 52 % et une imputabilité dans plus de 40 % des décès par 
traumatisme2. Parmi les survivants, les séquelles neurologiques sont souvent lourdes chez les 
traumatisés crâniens sévères pouvant aboutir à un état peu ou non relationnel définitif2

 

Sur le plan physiopathologique, dans les suites d�un traumatisme crânien, on 

différencie deux types de lésions neurologiques : 

- les lésions primaires, conséquences directes du TC. Ces lésions sont focales ou 
diffuses. Les lésions  axonales et endothéliales diffuses sont responsables d�un 

coma profond d�emblée. 
- les lésions secondaires, liées à des facteurs aggravants d�origine systémique. 

Sous l�influence de ces lésions, un �dème cérébral (OC) se développe chez 15 à 30 % 

des traumatisés crâniens graves3. L��dème cérébral correspond à une  augmentation du 
contenu en eau intracérébral, il aboutit à une élévation de la pression intracrânienne (PIC). 
L�hypertension intracrânienne compromet la perfusion et l�oxygénation cérébrales. Le 
pronostic neurologique du patient dépend donc en grande partie de l�OC via les lésions 

ischémiques qu�il entraîne. La physiopathologie exacte de la genèse de l�OC n�est pas 

élucidée. Toutefois, il convient de différencier l��dème vasogénique de l��dème cellulaire ou 
cytotoxique. L��dème cérébral secondaire au traumatisme crânien est essentiellement de 
nature cellulaire avec comme son nom l�indique une accumulation d�eau intracellulaire 

(astrocytes, neurones). 

 

Les thérapeutiques actuelles de prise en charge du traumatisme crânien sont purement 
symptomatiques. Elles visent à limiter l�apparition de l�ischémie cérébrale en contrôlant 
l�hypertension intracrânienne.  En clinique humaine, aucune thérapeutique n�agit actuellement 
sur la constitution de l��dème cérébral. Ainsi, différentes études expérimentales ont étudié de 
potentiels traitements neuroprotecteurs parmi lesquels l�érythropoïétine (EPO) et un dérivé de 

l�EPO, l�érythropoïétine carbamylée (CEPO) apparaissent prometteurs. 

 

L�érythropoïétine commence à être de mieux en mieux connue. Cette 
scialoglycoprotéine de 34kDa exerce non seulement une action érythropoïétique bien connue 
mais est également pourvue d�un effet histo-cytoprotecteur, et en particulier neuroprotecteur 
via son tropisme cérébral. En effet, de l�EPO est synthétisée au niveau cérébral et de même, la 

présence de récepteurs à l�EPO est retrouvée au niveau des différents types cellulaires 
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(neurones, oligodendrocytes, astrocytes, microglie et cellules endothéliales�)4. Les 
propriétés neuroprotectrices de l�EPO ont été mises en évidence dans plusieurs études 

expérimentales in vitro et in vivo d�affections du système nerveux central (SNC)5,6,7. Dans un 
essai clinique portant sur 40 patients atteints d�accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique 
récent, le traitement par EPO réduit la taille du volume infarci et améliore le devenir 
fonctionnel8. En traumatologie crânienne, essentiellement dans des modèles murins de TC 
focal, plusieurs publications montrent, après traitement par EPO, une diminution du volume 
des lésions9,10,11,12,13,14 

et de l��dème cérébral
11,15, une  amélioration des scores 

neurologiques11,12,13,16,17,18, une réduction de la réaction inflammatoire dans le tissu 
cérébral15,16 et une diminution de l�apoptose13,15,16. Dans un modèle de TC diffus, 
l�administration d�EPO diminue significativement l��dème cérébral et ce dès la première 
heure post-TC19.  

 

Les voies cellulaires impliquées dans l�effet neuroprotecteur de l�EPO commencent à 
être explorées. L�EPO, une fois fixée sur un de ses récepteurs, activerait une Janus kinase 
(JAK2)20,21; celle-ci activerait à son tour plusieurs voies de signalisation intracellulaires parmi 
lesquelles deux voies sembleraient prépondérantes : la voie du phosphatidylinositol 3 kinase / 
Akt (PI3-K / Akt) et celle des Mitogen activated protein kinase (MAPKinases) avec 
l�activation de Erk-1/-2 (Extracellular-regulated kinase)20. Rapidement après administration 
d�EPO, les voies Erk et Akt seraient impliquées ; la part respective de ces deux voies diverge 
selon les études. Dans des modèles murins de TC focal, deux études22,23 rapportent une 
réduction du volume des lésions après inhibition de Erk. Pour d�autres équipes, la voie Akt 
serait d�avantage impliquée dans la neuroprotection24 ou alors l�activation des deux voies 

serait nécessaire à l�action neuroprotectrice de l�EPO
25. 

 

 Antérieurement, notre équipe s�était intéressée à l�association possible entre les effets 

anti-�démateux précoces de l�EPO et les modifications d�activation de ces protéines kinases 

dans un modèle de TC diffus chez le rat. En effet, aucune donnée n�existait jusqu�à présent 

sur l�implication de ces deux protéines kinases dans le TC diffus. Une heure après le TC 
(H+1), on notait une augmentation de la phosphorylation de Erk ; après traitement par EPO, la 
forme phosphorylée soit activée de Erk était au contraire diminuée. A H+1, Akt n�était pas 
significativement modifiée ; en revanche, après traitement par EPO, la phosphorylation d�Akt 

était significativement augmentée. Ces variations étaient donc retrouvées très précocement à 
savoir dès la première heure post-TC et ne l�étaient plus dès H+2 (figure 1). Parallèlement, le 
traitement par EPO diminuait significativement le contenu en eau intracérébral dès H+2 
(figure 2). Ces observations suggéraient donc un lien entre la modulation des voies Erk et Akt 
et l�action anti�démateuse de l�EPO.  
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Figure 1 : Phosphorylation (Western blot) d�Erk-1/-2 (A) et de Akt (B) à partir d�extrait de 

cerveau de rats à 1h et à 2h après le TC, avec ou sans traitement par rhEPO. (C) Analyse 

quantitative des formes phosphorylées ou non d�Erk et Akt après TC. --- niveau de 

phosphorylation des rats non soumis au TC (sham). Données exprimées en moyenne ± DS.    

*p < 0,01 sham versus TC-salé ou TC-rhEPO ; # p < 0,01 TC-salé versus TC-rhEPO.
26 
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Figure 2 : Contenu en eau intracérébral 

dans le néocortex une heure et deux 

après le TC.  Mesures gravimétriques.
26 

* p < 0,01 TC-salé versus sham         

# p < 0,01 TC-salé versus TC-rhEPO 
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L�objectif principal de l�étude a donc été de mettre en évidence, dans un modèle 

de TC diffus chez le rat, une éventuelle relation de causalité entre l�EPO, la modulation 

des voies Erk et Akt, et l��dème cérébral. 

Pour établir ce lien éventuel, l�inhibition de Erk et d�Akt a été nécessaire. Afin de 
s�assurer d�une action spécifiquement intracérébrale de ces inhibiteurs, leur injection 
intracérébrale a été nécessaire. En effet, nous connaissions peu la diffusion à travers la 
barrière hématoencéphalique des inhibiteurs et nous souhaitions nous amender de potentiels 
effets systémiques des inhibiteurs. 

Ainsi, les objectifs préalables de l�étude mais néanmoins indispensables pour répondre 

à l�objectif principal ont été : 

- la mise au point d�un modèle d�injection intracérébrale chez le rat mâle Wistar 
- et sa validation dans notre modèle de TC diffus. 
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Partie 2 : Matériels et méthodes 

 

1. Animaux 
 

Dans notre protocole expérimental, des rats mâles Wistar (300-450g) ont été utilisés 
dans le respect des règles éthiques de l�expérimentation animale. 

 

L�expérimentation a été réalisée en deux phases : 

- Une première phase préparatoire (n=15 rats) de mise au point et validation d�un 

modèle d�injection intracérébroventriculaire. 
- Une deuxième phase répondant plus spécifiquement à notre problématique, et 

comportant deux séries d�expérience : 
o Dans la première série (n=30 rats), une heure après le TC (H+1), les effets 

biochimiques immédiats de la rhEPO, des inhibiteurs de Erk et Akt sur les 
protéines kinases Erk et Akt ont été étudiés (Phosphorylation). 

o Dans la deuxième série (n=30 rats), deux heures après le TC (H+2), les effets 
biochimiques immédiats de la rhEPO, des inhibiteurs de Erk et Akt sur le 
contenu en eau intracérébral ont été analysés. 

o Les animaux ont été divisés en 6 groupes : 
§ Groupe TC-placebo-salé : rats traumatisés ne recevant aucun inhibiteur 

et recevant du sérum physiologique 
§ Groupe TC-placebo-EPO : rats traumatisés ne recevant aucun 

inhibiteur et traités par EPO 
§ Groupe TC-inh Erk-salé : rats traumatisés recevant l�inhibiteur de Erk 

et recevant du sérum physiologique 
§ Groupe TC-inh Erk-EPO : rats traumatisés recevant l�inhibiteur de Erk 

et traités par EPO 
§ Groupe TC-inh Akt-salé : rats traumatisés recevant l�inhibiteur de Akt 

et recevant du sérum physiologique 
§ Groupe TC-inh Akt-EPO : rats traumatisés recevant l�inhibiteur de Akt 

et traités par EPO 

2. Préparation des animaux et protocole expérimental 
 

Dans une cage d�induction, le rat a été anesthésié avec de l�isoflurane. Il a ensuite été 
intubé à l�aide d�un cathéter de 14 GA (Gauge), ventilé mécaniquement avec un respirateur 
dédié (SAR-830/P, CWE Inc, Ardmore, PA, USA ; paramètres du respirateur : FR 60/min, 
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I/E : 1/1, mélange 60% air/ 40% oxygène). L�isoflurane a été utilisé pour  l�entretien de 
l�anesthésie. 

L�animal a ensuite été placé dans un cadre stéréotaxique pour les injections 
intraventriculaires d�inhibiteurs ou de placebo. (cf. infra). 

Puis, une pastille de laiton a été disposée sur le crâne du rat. Elle permet une répartition 
homogène de l�énergie produite par l�impact sur l�ensemble du crâne et évite toute fracture.  
Le rat a ensuite subi le traumatisme crânien selon le modèle impact-accélération décrit ci-
dessous : repère temporel H0.  

Trente minutes après le TC, le rat a reçu par voie intraveineuse  soit de la rhEPO soit du 
sérum physiologique (salé) grâce à un cathéter de 26 GA préalablement posé sur sa queue. 

Durant l�expérimentation, deux  paramètres ont été particulièrement surveillés : la fraction 
expirée en CO2 (EtCO2), permettant de contrôler la PaCO2, et la température. La température 
a été maintenue à 36,5±5°C grâce à une couverture chauffante placée sous l�animal. Les 
études préalables de l�équipe avaient pu montrer une parfaite stabilité hémodynamique et 
ventilatoire dès lors que l�EtCO2 reste stable.  

3. Les inhibiteurs de Erk et Akt 
 

Les inhibiteurs de Erk et Akt utilisés ont été respectivement U0126 ethanolate et 
LY294,002 hydrochloride. (Sigma-Aldrich). Après lecture de la littérature, nous avons 
déterminé une concentration finale de 0,5 µg/µl soit une dilution à 10% dans du DMSO 
(diméthylsulfoxide). Le DMSO correspond au placebo et est le solvant des deux inhibiteurs.  

4. La rhEPO : Erythropoïétine recombinante humaine 
 

L�EPO recombinante (Eprex ® 40 000 UI/ml) a été injectée par voie intraveineuse directe 
30 minutes après le traumatisme crânien à la dose de 5 000 UI/kg diluée dans 1 ml de sérum 
physiologique. Les rats non traités ont reçu 1 ml de sérum physiologique.  

5. Le traumatisme crânien 
 

Les rats ont subi un traumatisme crânien de type impact-accélération selon le modèle 
décrit par Marmarou et al27. Ce modèle, contrairement aux modèles de TC isolé, présente 
l�avantage de se rapprocher de la clinique humaine par son atteinte diffuse responsable d�un 

�dème cérébral diffus sans fracture du crâne ni contusion hémorragique. Par ailleurs, il a été 

largement été étudié : études histologiques, atteinte neurocomportementale28 et est bien connu 
de notre équipe. 

A travers un tube en plexiglas, une masse métallique de 500 g est lâchée d�une hauteur de 

1,5 mètres, elle provoque alors un impact sur le crâne de l�animal via une pastille de laiton  
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collée sur la voûte crânienne. La tête du rat fait un rapide mouvement de flexion-extension 
responsable de lésions axonales diffuses et d�un �dème cérébral réactionnel. (Figure 3).  

 

 
 
 

Figure 3 : dispositif expérimental du traumatisme crânien
27

  

 

6. Mesures biochimiques de l�effet de l�EPO à H + 1 
 

Les protéines kinases Erk et Akt ont été analysées une heure après le TC (H+1), après 
sacrifice de l�animal par injection de chlorure de potassium. Les deux hémisphères cérébraux 

ont été prélevés, congelés à - 40°C grâce à une solution d�isopentane puis rapidement stockés 

à  - 80°C et secondairement envoyés à l�équipe CERVOXy de l�UMR 6232 CINAPS de Caen 

pour Western Blot. (Collaboration avec Samuel Valable et Myriam Bernaudin). 

Après homogénéisation des échantillons de cerveau, supplémentation par un mélange 
d�inhibiteurs de phosphatase et de protéase, la concentration en protéines a été déterminée par 
mesure colorimétrique. Les protéines ont ensuite été séparées grâce à un gel d�électrophorèse 

(SDS-polyacrylamide) puis transférées sur une membrane de polyvinylidene difluoride où 
elles ont été bloquées pendant une heure avec du TTBS-Regilait. Elles ont alors été incubées 
pendant une nuit à 4°C avec les anticorps anti Phospho-Erk, anti Erk et anti Akt. Enfin, après 
lavage, les bandes immunoréactives ont été révélées par chimiluminescence.  
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7. Quantification de l��dème cérébral par gravimétrie  
 

La microgravimétrie permet la détermination de la gravité spécifique d�échantillons de 

cerveau et ainsi la détermination du contenu en eau intracérébral à l�aide de la formule de 
Takagi reprise par Fatouros29 : 

% H2O = 462,6 / SpGr � 362,6 

      avec : - % H2O : le contenu en eau intracérébral exprimé en pourcentage 

                   - SpGr : la gravité spécifique de l�échantillon de tissu cérébral 

 

Une colonne de gradient a été constituée à l�aide d�un mélange de kérosène et de 

bromobenzène réalisant ainsi une colonne de densité linéairement croissante du haut vers le 
bas. L�équation de cette relation linéaire a été retrouvée par étalonnage au moyen de six 
solutions de densités différentes et connues de sulfate de potassium (K2SO4). 

Deux heures après le traumatisme 
crânien H+2, après sacrifice des animaux, les 
cerveaux ont été découpés en tranche de 2 mm 
(figure 4) et des biopsies de 2 à 4 mm3 ont été 
réalisées au niveau du cortex. Ces échantillons 
ont ensuite été déposés au sommet de la 
colonne de gravimétrie.  

                                                                                   Figure 4 : cerveau de rat et biopsies 

 

Deux minutes après l�immersion, la hauteur d�équilibre des biopsies a été notée ; grâce 
à l�équation retrouvée lors de l�étalonnage, la gravimétrie spécifique des biopsies a été 
retrouvée permettant ainsi la détermination du contenu en eau intracérébral. (Figure 5). 
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Figure 5 : Colonne de gravimétrie :  

a. Réalisation de la colonne de gravimétrie 

b. Détermination de la gravité spécifique des échantillons        à l�aide de l�étalonnage 

de solution de K2SO4 de différentes densités 

 
 

8. Analyse statistique des résultats 
 

Les données ont été exprimées en moyenne  ± déviation standard. Les comparaisons 
statistiques ont été réalisées à l�aide de tests de Mann-Whitney ; données analysées avec le 
logiciel Statview®.  

p < 0,05 a été considéré comme statistiquement significatif. 
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                                                            Rat Wistar ( n = 60 rats ) 

           Préparation de l�animal 
 

 

                                Injection intraventriculaire bilatérale (2µl x 2) H-10� 
 

 

 

- Groupes Placebo (DMSO) 
 

- Groupes inh Erk (U0126) 
 

- Groupes inh Akt (LY294,007) 
 

Traumatisme crânien  H0 

Traitement IV : rhEPO (5 000 UI / kg) ou salé H+30� 

Sacrifice de l�animal : KCl  (H+1 ou H+2) 

  

 

 

 

 

 

                     Western blot H+1 
      ERK, Akt  

                     S. Valable CERVOXy 

      

 

                   Gravimètrie H+2 
 

          �dème cérébral 

9. Synthèse : schéma de l�étude 
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Partie 3 : Résultats 
 

1. Validation du modèle avec injection intraventriculaire  
 

Souhaitant injecter les inhibiteurs des MAPkinases en intracérébroventriculaire, la 
première partie du travail a consisté en la validation d�un modèle d�injection intraventriculaire 

pour nos rats avec deux temps :  

- Dans un premier temps, la validation des injections intracérébroventriculaires. 
- Et dans un deuxième temps, la validation de ces injections intracérébroventriculaires 

dans notre modèle de traumatisme crânien. 

1.1. Validation des injections intracérébroventriculaires 
 

Les atlas anatomiques et les données bibliographiques d�injection intraventriculaire chez 

des rats mâles Wistar nous ont permis de définir des repères possibles. Ces repères ont été 
ensuite testés.  

Le rat a été positionné dans un cadre stéréotaxique. 
Après l�incision du scalp, le bregma a servi de repère fixe 
sur la voute crânienne. Les repères ont ensuite été pris, une 
aiguille de 25GA a permis de réaliser l�orifice de 

craniotomie et l�injection intraventriculaire bilatérale de 2 
µl d�encre de Chine (visualisable en microscopie optique 
(MO)) a été effectuée à l�aide d�une aiguille de Hamilton de 
26 GA (Figure 6). Malheureusement, aucun reflux de 
liquide céphalorachidien  n�a été possible après aspiration. 

 

Figure 6 : rat positionné dans le cadre stéréotaxique, 

orifices de craniotomie visualisables en arrière du 

bregma, injection intraventriculaire prête à être 

effectuée. 

 

L�animal a ensuite  été sacrifié par une injection intraveineuse de chlorure de 
potassium. Son cerveau a été  prélevé et immédiatement congelé. Des coupes sur les  régions 
d�intérêt (les 2 ventricules latéraux) ont été réalisées à l�aide d�un cryotome et ensuite 

visualisées au microscope optique. Après plusieurs tentatives infructueuses (figures 7a et b), 
des repères ont été validés (figure 7c): l�injection sera bilatérale par sécurité, et à partir du 
bregma de 0,8 mm en antéropostérieur, 1,5 mm en latéral, en profondeur de 3,5 mm à gauche 
et de 4 mm à droite. Au total, 15 rats ont permis de valider ces repères. 11 rats dont 6 rats 
consécutifs en fin de validation ont eu une injection d�encre de Chine dans les ventricules 

latéraux.  
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         Figures 7 : Coupes de cerveau visualisées en MO : 

- a, b: échecs d�injection intraventriculaire d�encre de Chine 

avec des injections dans le corps calleux, pas assez ou trop 

profondes  

- c : présence d�encre de Chine dans les 2 ventricules latéraux : 

repères valides  

 

a 

b 

 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Enfin, pour avoir une idée du délai de diffusion après une injection 
intracérébroventriculaire, une injection intraventriculaire de gadolinium a été effectuée sur un 
rat avec acquisition de séquences IRM pondérées en T1 toutes les 5 minutes. La diffusion du 
gadolinium a été rapide et précoce (inférieure à 10-15 minutes) (figure 8) laissant supposer 
une rapide diffusion de nos inhibiteurs. 

 
 
 
 
 

Figure 8 : diffusion du gadolinium 15 minutes après son 

injection intraventriculaire 

 

 

 

1.2. Validation des injections intracérébroventriculaires dans notre 

modèle de traumatisme crânien 

 
Après avoir validé les injections intraventriculaires, il a fallu nous assurer qu�elles ne 

perturbaient pas notre modèle de traumatisme crânien diffus. Ainsi, les données du contenu en 
eau intracérébral, issues de nos précédentes expérimentations, des rats soumis à notre modèle 
de TC diffus traités ou non par EPO sans injection intraventriculaire, ont été comparées à 
celles de nos rats avec injections intraventriculaires.  

 
 

c 
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La comparaison a été réalisée entre 10 rats traumatisés sans injection intraventriculaire 
traités par EPO (TC-EPO n=5) ou non (TC-salé n=5) et 10 rats traumatisés avec injection 
intraventriculaire traités par EPO (TC-Placebo-EPO n=5) ou non (TC-Placebo-salé n=5). 

 
Aucune différence significative en terme de contenu en eau intracérébral exprimé en 

pourcentage au niveau du cortex à H+2 n�a été mise en évidence entre les rats TC-salé (81,6% 
± 1,5) et TC-Placebo-salé (81,3% ± 1,4), ni entre les rats TC-EPO (79,8% ± 0,15) et               
TC-Placebo-EPO (79,3% ± 1,2). (Figure 9). 

La diminution significative de l��dème cérébral post-traumatisme crânien après traitement 
par EPO (81,6% ± 1,5 (TC-salé) versus 79,8% ± 0,15 (TC-EPO)(0,049)) a été retrouvée dans 
notre modèle avec injection intraventriculaire (81,3% ± 1,4 (TC-Placebo-salé) versus 79,3% ± 
1,2 (TC-Placebo-EPO)). (p < 0,05) (Figure 9). 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Contenu en eau intracérébral à H+2 au niveau du cortex dans les groupes de TC 

et TC-Placebo. Données exprimées en pourcentage  du contenu en eau intracérébral ± DS. 

2. Vérification de l�inhibition de la phosphorylation de Erk 

et Akt par U0126 et LY294,002  
 

 L�analyse de la phosphorylation de Erk et Akt a été réalisée à H +1 sur 30 rats avec 5 rats 
par groupes : groupes TC-Placebo-salé, TC-Placebo-EPO, TC-inh Erk-salé, TC-inh Erk-EPO, 
TC-inh Akt-salé, TC-inh Akt-EPO. 

 Samuel Valable et son équipe CERVOXy de Caen ont pu confirmer par western blot 
que les inhibiteurs U0126 ethanolate et LY294,002 hydrochloride ont correctement inhibé 
respectivement Erk et Akt. De même, les injections intraventriculaires n�ont pas modifié les 
différences de phosphorylation retrouvées dans le modèle sans injection intraventriculaire.  

           # p<0,05 vs TC-salé 
* p<0,05 vs TC-Placebo-salé 

 

* #

    TC-salé                     TC-EPO             TC-Placebo-salé      TC-Placebo-EPO 
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3. Implication de Erk dans l�effet anti�démateux de l�EPO 
 

Afin de déterminer l�implication de Erk dans l�effet anti�démateux de l�EPO, son 
inhibiteur U0126 a été utilisé. 

Deux heures après le traumatisme crânien H+2, le contenu en eau intracérébral a été 
significativement diminué chez les rats  TC-inh Erk-salé par rapport aux rats TC-Placebo-salé 
(79.7 % ± 0.4 versus 81.3 % ± 1.4, p < 0,05). (Figure 10). 

 Plus intéressant, aucune différence significative n�a été retrouvée entre les rats             
TC-inh Erk-salé et les rats TC-inh Erk-EPO (79.7 % ± 0.4 versus 79.8 % ± 0.6). (Figure 10). 

Ainsi, l�inhibition de Erk semble reproduire les effets anti-�démateux de l�EPO sans 

effet additif. L�effet anti-�démateux cérébral de l�EPO après TC diffus pourrait donc être 

médié par l�inhibition précoce de la phosphorylation Erk.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Contenu en eau intracérébral à H+2 du TC au niveau du cortex dans les groupes 

de rats TC-Placebo et TC-inhErk. Données exprimées en pourcentage  du contenu en eau 

intracérébral ± DS.  
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* p<0,05 vs TC-Placebo-salé 
 

*
*

*

 TC-Placebo-salé       TC-Placebo-EPO      TC-inhErk-salé          TC-inhErk-EPO 
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4. Rôle de Akt dans l�effet anti�démateux précoce de l�EPO 

 

Afin d�investiguer l�implication de la voie Akt dans les effets de l�EPO, son inhibiteur 
LY294,007 a été utilisé. A H+2 du TC, le contenu  en eau intracérébral au niveau du cortex 
cérébral a été étudié. 

Aucune différence significative n�a été retrouvée entre les rats TC-inh Akt-salé et les rats 
TC-Placebo-salé (81.1 % ± 1 versus 81,3 % ± 1,4). (Figure 11). 

L�administration d�EPO a diminué significativement le contenu en eau intracérébral : 
respectivement 79,6% ± 0,9 dans le groupe TC-inh Akt-EPO versus 81,1% ± 1 dans le groupe 
TC-inh Akt-salé. (Figure 11). 

De plus, aucune différence significative n�a été mise en évidence entre les animaux du 
groupe  TC-inh Akt-EPO et ceux du groupe TC-Placebo-EPO (79,6% ± 0,9 versus 79,3 % ± 
1,2), soit sans Akt, l�EPO agit toujours. (Figure 11). 

Ces résultats suggèrent une faible ou non implication de Akt dans l�effet anti�démateux 
de l�EPO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Contenu en eau intracérébral à H+2 du TC au niveau du cortex dans les groupes 

de rats TC-Placebo et TC-inhAkt. Données exprimées en pourcentage  du contenu en eau 

intracérébral ± DS 

  

* p<0,05 vs TC-Placebo-salé 
 

* *

 TC-Placebo-salé       TC-Placebo-EPO       TC-inhAkt-salé          TC-inhAkt-EPO 
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Partie 4 : Conclusion - Discussion 

  

Cette étude expérimentale montre l�implication de la voie de Erk dans l�effet 

anti�démateux précoce exercé par l�EPO dans notre modèle de TC diffus chez le rat. 

 

 Pour le démontrer, nous avons validé un modèle d�injection intraventriculaire. En 

effet, ce modèle a été indispensable en raison de la nécessité d�une injection des inhibiteurs de 

Erk et d�Akt directement en intracérébral.  

La première validation, concernant la technique d�injection, s�est faite par injection 
d�encre de Chine en intraventriculaire et visualisation de son dépôt correct dans les 
ventricules latéraux. Ces injections ont permis de valider des repères sur 15 rats avec un taux 
de succès de 100 % avec une injection bilatérale pour 11 rats dont 6 rats consécutifs en fin de 
validation. Les repères suivants ont été choisis pour des rats mâles Wistar de 300- 450 g : à 
partir du bregma de 0,8 mm en antéropostérieur, 1,5 mm en latéral, en profondeur de 3,5 mm 
à gauche et de 4 mm à droite 

Ensuite, nous avons confirmé que les injections intraventriculaires ne perturbaient pas 
le modèle de TC diffus déjà étudié. Avec ou sans injection intraventriculaire, le TC entraine 
un �dème cérébral comparable à H+2 du traumatisme crânien. Après traitement par EPO, la 

diminution de l�OC est similaire que ce soit avec ou sans injection intraventriculaire. Les 
propriétés anti-�démateuses précoces de l�EPO sont ainsi retrouvées. 

 Nous avons ensuite pu confirmer grâce à la collaboration de l�équipe CERVOxy de 

Caen que l�inhibition respective de Erk par U0126 et d�Akt par LY LY294,002 était effective. 

Ainsi, nous disposions d�un modèle fiable permettant une étude des modifications de 
phosphorylation soit d�activation des voies de Erk et de Akt, modifications très précoces H+1, 

et de l��dème cérébral mesuré là aussi précocement à H+2. 

 

Nous avons tout d�abord montré que la voie de signalisation intracellulaire Erk semble 
primordiale pour expliquer l�effet anti-�démateux de l�EPO.  

La protéine kinase Erk (Extra cellular signal-regulated kinase), appartenant à la famille 
des Mitogen-activated protein kinases, joue un rôle pivot dans un grand nombre de fonctions 
cellulaires de types cellulaires différents. Elle est impliquée dans les phénomènes de mort ou 
survie cellulaire30

. Erk a d�avantage été étudiée dans des modèles d�AVC où  une 

augmentation de sa phosphorylation (ie son activation) en post-AVC est retrouvée31,32,25,33. En 
revanche, l�implication de la voie de Erk, comme agent neuroprotecteur dans l�AVC varie 

selon les études : son inhibition ayant soit un effet bénéfique31 soit pas d�effet
25

. Peu d�études 
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se sont intéressées au rôle de Erk dans le cadre du traumatisme crânien. Après TC focal, la 
forme phosphorylée de Erk augmente et son inhibition diminue le volume des lésions, 
augmente la survie neuronale22,23 et améliore le devenir neurologique23. Notre étude, pour la 
première fois dans un modèle de traumatisme crânien diffus, a montré des résultats similaires 
avec l�augmentation précoce (H+1) de la phosphorylation de Erk post-TC immédiat et un 
effet bénéfique de son inhibition (ie anti �démateux cérébral). Enfin, notre but a été de mettre 
en évidence un éventuel lien entre l�effet anti �démateux de l�EPO et Erk. Après traitement 
par EPO, on a noté précocement une inhibition de la phosphorylation de Erk (H+1) et une 
diminution de l�OC ; l�inhibition de Erk a abouti à une diminution de l��dème cérébral 

comparable à celle observée après traitement par EPO. Encore plus intéressant, aucune 
diminution significative supplémentaire de l�OC n�a été retrouvée après traitement par EPO et 
inhibition de Erk, soit pas d�effet additif mis en évidence. Ainsi, dans notre modèle de TC 
diffus, nous avons montré une possible relation causale entre l�inhibition de la voie Erk par 

l�EPO et l�effet anti�démateux de l�EPO et ce très précocement, respectivement à H+1 et 

H+2. L�inhibition de Erk au niveau cérébral pourrait être ainsi une potentielle cible 
thérapeutique. 

 

Nous avons ensuite noté que l�implication de Akt dans l�effet anti-�démateux de 

l�EPO paraissait peu ou pas importante. 

La serine threonine kinase Akt aurait elle aussi une place importante dans la survie 
neuronale. En effet, sa forme phosphorylée a un effet anti-apoptotique34. Plusieurs études 
expérimentales portant sur des modèles de lésions du système nerveux central mettent en 
évidence des modulations de la phosphorylation de Akt : généralement, une augmentation de 
la phosphorylation d�Akt est notée

32,33,35,36 sauf pour une étude de TC focal chez la souris, où 
est initialement observée une baisse de la phosphorylation d�Akt puis secondairement une 

hausse24. Dans notre étude, nous n�avons retrouvé d�augmentation de la phosphorylation de 
Akt qu�après traitement par EPO. De plus, l�inhibition de Akt n�a  pas entrainée d�aggravation 

de l��dème cérébral. Cette donnée est en contradiction avec les études de Shen
35 et Sattler36 

mais celles-ci portent sur des modèles expérimentaux de lésions rétiniennes et de sclérose en 
plaque où l�inhibition de Akt est alors délétère. Enfin, dans notre étude, l�EPO conserve ses 

propriétés anti-�démateuses alors que Akt est inhibée. La voie Akt n�apparaît pas comme 
primordiale dans l�action anti-�démateuse cérébrale de l�EPO. Cependant, cette donnée ne 
signifie pas que la voie Akt ne joue pas un rôle important dans l�effet neuroprotecteur de 

l�EPO. En effet, l�effet neuroprotecteur de l�EPO ne se résume pas qu�à un seul effet anti-
�démateux : l�EPO serait « un agent neuroprotecteur multimodal »37  agissant sur des types 
cellulaires bien différents (neurones et précurseurs, astrocytes, microglie, cellules 
endothéliales) avec des actions et propriétés variées : neurorégénération (neurogénèse, 
angiogénese), anti-inflammatoires, anti-oxydatives, anti-apoptotiques, maintien de la BHE. 
Akt aurait un rôle anti-apoptotique. 

En somme, nous avons pu confirmer l�action anti-�démateuse précoce de l�EPO et  

mieux préciser les voies de signalisation impliquées à l�origine de celle-ci. 
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Avec son effet anti-�démateux précoce, ses effets pléïotropes, son mécanisme 

d�action de mieux en mieux connu, l�érythropoïétine paraît séduisante pour les cliniciens que 
nous sommes.  

L�érythropoïétine et sa forme recombinante humaine (rhEPO) présentent le 
considérable avantage d�être largement utilisées et donc connues, en clinique dans le cadre du 
traitement de l�anémie des insuffisants rénaux chroniques. Dans cette indication, l�EPO 

s�avère être une molécule intéressante38 .  

Trois essais cliniques randomisés, en double aveugle se sont intéressés aux propriétés 
neuroprotectrices de l�EPO. Le plus important

8, portant sur quarante patients atteints 
d�accident vasculaire ischémique, objective une diminution de la taille des lésions, une 
amélioration du devenir neurologique et fonctionnel des patients traités par EPO. Dans une 
étude portant sur quatre-vingt patients atteints d�hémorragie sous-arachnoïdienne 
anévrysmale39

, l�EPO permet une diminution de l�intensité du vasospasme et de ses 

complications ischémiques. La dernière étude40 s�est intéressée aux effets neuroprotecteurs de 

l�EPO lors de traumatismes crâniens mais compte-tenu du très faible effectif (16 patients !) et 
des critères de jugement peu appropriés, aucune conclusion ne peut en être tirée. Dans ces 
trois études, aucun effet indésirable notamment de type thromboembolique n�a été rapporté.  

Enfin, une grosse étude41 portant sur des patients hospitalisés en réanimation montre 
une diminution de la mortalité au 29ème jour après traitement par EPO avec une tendance à 
une augmentation des évènements thromboemboliques chez les  patients traités par EPO et ne 
bénéficiant pas de prévention thromboembolique par héparine ou médicaments apparentés. 
Une analyse post-hoc42 de ces données objective un bénéfice plus important chez les patients 
traumatisés. 

Ainsi, ces données sont en faveur d�une utilisation de l�EPO comme agent 

neuroprotecteur chez les patients traumatisés crâniens. Toutefois, une mise en garde récente 
de la FDA (Food and Drug Administration)43 a porté sur les potentiels effets indésirables de 
l�EPO. En effet, l�EPO exerce certes un effet cytoprotecteur recherché mais a cette action 

érythropoïétique initialement décrite et non forcément désirée. L�action érythropoïétique pro 
thrombotique et pro oncogénique de l�EPO représente donc un frein à son utilisation. 
L�équipe allemande d�Ehrenreich a repris le même profil d�étude sur l�AVC sus-citée avec 
comme seule différence l�utilisation désormais possible de la thrombolyse comme ressource 
thérapeutique. Cette fois-ci, une surmortalité est retrouvée après traitement par rhEPO44. La 
vigilance est donc de mise. 

 

Plusieurs questions restent encore en suspens et non des moindres :  

- quelle dose d�EPO utiliser pour engendrer un effet neuroprotecteur ? Il semblerait que 
ces doses soient supérieures à celles communément utilisées à visée érythropoïétique. 

- Combien de doses ? Une dose unique ou une dose par jour pendant quelques jours 
comme parfois suggéré ?  
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- Dans quel délai administrer l�EPO ?  
- Ces questions portent essentiellement sur la transposition animal/homme. 
- Notre étude ne présente pas d�étude neurocomportementale. Cette dernière serait 

intéressante pour confirmer le parallélisme supposé entre diminution de l�OC et 

amélioration neurologique. 
- L�utilisation de l�EPO chez nos patients traumatisés crâniens ? Chez ces patients une 

prophylaxie thromboembolique par héparine ou équivalent n�est pas possible 

immédiatement, peut-on envisager ce traitement à risque thromboembolique chez ces 
patients déjà à risque ? 

- Une attitude pragmatique serait de tester son utilisation chez les patients traumatisés 
crâniens sans antécédent thromboembolique nécessitant à court ou à moyen terme une 
transfusion : population assez fréquente parmi nos traumatisés. 
 

Ainsi, des analogues de l�EPO dépourvus de cette action érythropoïétique mais avec son 
effet cytoprotecteur sont en cours d�études

45. La CEPO (érythropoïétine carbamylée) apparait 
ainsi prometteuse avec récemment la mise en évidence d�un effet anti�démateux précoce 
associé à une amélioration neurocomportementale46 mais des études complémentaires sont 
encore nécessaires avant une transposition en clinique.  
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Thèse soutenue par : Mlle Marie-Cécile Fèvre 
 

Titre : 

Rôle des voies de signalisation de deux protéines kinases, Erk et Akt, dans l�effet              
anti-�démateux de l�érythropoïétine 

 

Conclusion : 

Les thérapeutiques actuelles de prise en charge du traumatisme crânien (TC) sont 
symptomatiques et n�agissent pas sur la constitution de l��dème cérébral. Ainsi, notre équipe 

s�est intéressée à l�érythropoïétine (EPO), molécule potentiellement neuroprotectrice, dans un 

modèle de TC diffus. Nous avons montré que l�EPO exerçait précocement un effet anti-
�démateux cérébral. L�objectif principal de cette étude expérimentale a été de mettre en 
évidence une éventuelle relation de causalité entre les voies de signalisation de deux protéines 
kinases, extra-cellular regulated kinase (Erk) et serine-threonine kinase (Akt ; voie du 
phosphatidyl-inositol-triphosphate) par l�EPO et la diminution de l��dème cérébral (OC). 

 

Deux séries d�expériences ont été réalisées sur des rats mâles Wistar  pour : 

- valider un modèle d�injection intracérébroventriculaire 
- appliquer ce modèle pour les injections des inhibiteurs spécifiques d�Erk et Akt afin 

d�étudier la relation entre EPO et effet anti-�démateux. 

 

1). Après avoir été placé dans un cadre stéréotaxique, les rats subissaient une injection 
intracérébroventriculaire d�encre de Chine. Après sacrifice de l�animal, les coupes de cerveau 

étaient visualisées au microscope optique afin de préciser la localisation de l�encre de Chine 

(n=15 rats). 

2). Après injection intracérébroventriculaire soit du placebo, soit de U0126, inhibiteur 
de Erk, ou soit de LY294,002, inhibiteur de Akt, les rats étaient soumis à un traumatisme 
crânien diffus (type impact-accélération). Trente minutes après le TC, ils recevaient par voie 
intraveineuse soit du sérum physiologique (salé) soit de l�EPO (5 000 UI/kg) (n=5 rats par 
groupe). Une heure après le TC (H+1), les modifications de phosphorylation intracérébrale 
d�Erk et Akt étaient étudiées par Western blot. Deux après le TC (H+2), l�OC était mesuré par 

gravimétrie. Au total 6 groupes de rats ont été étudiés : TC-placebo-salé, TC-inhErk-salé, TC-
inhAkt-salé, TC-placebo-EPO, TC-inhErk-EPO, TC-inhAkt-EPO. 

 

Les injections intracérébroventriculaires d�encre de Chine ont permis de valider des 

repères sur 15 rats avec un taux de succès de 100 % avec une injection bilatérale pour 11 rats 
dont 6 rats consécutifs en fin de validation. Nous avons ensuite pu montrer que le modèle 
avec injection intracérébroventriculaire ne modifiait pas notre modèle de TC diffus. En effet, 
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on note une augmentation de l�OC similaire chez les rats soumis à un TC sans ou avec 

injection intracérébroventriculaire respectivement 81,6% ± 1,5 (groupe TC-salé) versus 
81,3% ± 1,4 (groupe TC-placebo-salé); de même, la diminution de l�OC après traitement par 

EPO est comparable entre le modèle sans injection intracérébroventriculaire (79,8% ± 0,15 
(TC-EPO)) et le modèle avec injection intracérébroventriculaire (79,3% ± 1,2 (TC-placebo-
EPO)).  

L�étude des Western blot à H+1 post-TC a confirmé la correcte inhibition d�Erk et Akt 
par leur inhibiteur respectif et les données retrouvées dans une étude antérieure. En effet, une 
heure après le TC, on observe une augmentation de la phosphorylation d�Erk ; après 
traitement par EPO, cette dernière est au contraire inhibée. Akt n�est pas significativement 

modifié suite au TC ; en revanche, après traitement par EPO, la phosphorylation d�Akt est 

significativement augmentée. 

A H+2, les données gravimétriques ont permis de quantifier l��dème cérébral post-
TC. Après inhibition d�Erk, la diminution de l��dème cérébral est comparable à celle 

observée après traitement par EPO : 79.7 % ± 0.4 (TC-inh Erk-salé) versus 79,3% ± 1,2 (TC-
placebo-EPO). De plus, après inhibition d�Erk, l�effet du traitement par EPO n�est pas additif 

(79.7 % ± 0.4 (TC-inh Erk-salé) versus 79.8 % ± 0.6 (TC-inh Erk-EPO)). La modulation 
d�activation de la voie Erk apparait donc primordiale pour expliquer les effets anti-
�démateux de l�EPO. La voie Akt apparait elle peu ou pas impliquée dans cette action anti-
�démateuse. En effet, après inhibition de Akt, il n�est noté ni diminution ni aggravation de 

l�OC (81,1% ± 1 (TC-inh Akt-salé) versus 81.3 % ± 1.4 (TC-placebo-salé)) et le traitement 
par EPO est toujours aussi efficace (81,1% ± 1 (TC-inh Akt-salé) versus 79,6% ± 0,9 (TC-inh 
Akt-EPO)).  

 

En somme, cette étude expérimentale a permis de confirmer que l�administration 

précoce post-traumatique d�EPO permet la réduction de l��dème cérébral post-TC et de 
montrer le rôle important joué par l�inhibition de la voie Erk par l�EPO dans cet effet anti-
�démateux. L�EPO pourrait être ainsi un potentiel traitement de l�OC post traumatisme 

crânien diffus et l�inhibition de Erk une possible cible thérapeutique. 
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The impact of erythropoietin on short-term
changes in phosphorylation of brain protein
kinases in a rat model of traumatic brain injury

Samuel Valable1,2,3,6, Gilles Francony1,2,4, Pierre Bouzat1,2,4, Marie-Cécile Fevre1,2,4,
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We found that recombinant human erythropoietin (rhEPO) reduced significantly the development of
brain edema in a rat model of diffuse traumatic brain injury (TBI) (impact-acceleration model). In this
study, we investigated the molecular and intracellular changes potentially involved in these
immediate effects. Brain tissue nitric oxide (NO) synthesis, phosphorylation level of two protein
kinases (extracellular-regulated kinase (ERK)-1/-2 and Akt), and brain water content were measured
1 (H1) and 2h (H2) after insult. Posttraumatic administration of rhEPO (5,000 IU/kg body weight,
intravenously, 30mins after injury) reduced TBI-induced upregulation of ERK phosphorylation,
although it increased Akt phosphorylation at H1. These early molecular changes were associated
with a reduction in brain NO synthesis at H1 and with an attenuation of brain edema at H2.
Intraventricular administration of the ERK-1/-2 inhibitor, U0126, or the Akt inhibitor, LY294002,
before injury showed that ERK was required for brain edema formation, and that rhEPO-induced
reduction of edema could involve the ERK pathway. These results were obtained in the absence of
any evidence of blood–brain barrier damage on contrast-enhanced magnetic resonance images. The
findings of our study indicate that the anti edematous effect of rhEPO could be mediated through an
early inhibition of ERK phosphorylation after diffuse TBI.
Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism (2010) 30, 361–369; doi:10.1038/jcbfm.2009.222; published online
7 October 2009

Keywords: brain trauma; cerebral edema; EPO (erythropoietin); inhibitors; MAPK (mitogen-activated protein
kinase); MAPK activation after brain trauma

Introduction

Erythropoietin has triggered considerable interest
because of several studies having indicated that it
may confer neuroprotection and reduce neuronal
death in in vivo and in vitro models of central
nervous system injuries (Bernaudin et al, 1999;
Brines et al, 2000; Cherian et al, 2007; Li et al,
2007a; Pacary et al, 2006; Sakanaka et al, 1998). In
animal models of ischemia and of traumatic brain
injury (TBI), erythropoietin has been found to very
significantly affect neurogenesis, angiogenesis, and
neuroinflammatory response (Lu et al, 2005; Siren
et al, 2001; Yatsiv et al, 2005). In a rat model of
diffuse TBI, magnetic resonance imaging (MRI) has
shown that postinjury administration of recombinant
human erythropoietin (rhEPO) reduces significantly
the early development of diffuse brain edema and
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tion Française contre les Myopathies (AFM), Centre National de la

Recherche Scientifique (CNRS), Ligue contre le Cancer, and
Ministère de l’Education, de la Recherche et de la Technologie,

France. Epoetin alfa (Eprex) was kindly provided by Janssen-Cilag

Division Ortho Biotech, Issy-les-Moulineaux, France. Study sup-

port was received from INSERM U836 and Université Joseph
Fourier, Grenoble, France.

6Current address: Equipe CERVOxy, CI-NAPS, UMR 6232, Uni-
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Reduced brain edema and functional deficits after treatment of

diffuse traumatic brain injury by carbamylated erythropoietin

derivative*
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Franck Mauconduit, BSc; Marie-Cécile Fevre, MD; Emmanuel L. Barbier, PhD; Myriam Bernaudin, PhD;
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A
large body of evidence has

shown that recombinant hu-

man erythropoietin (rhEPO)

possesses neuroprotective

properties in several in vitro and in vivo

models of central nervous system injuries

(1–3). However, these neuroprotective

benefits were obtained using large and/or

multiple doses of rhEPO, triggering un-

wanted overstimulation of the bone mar-

row and inducing a prothrombotic state,

as shown in stroke patients (4). To ad-

dress this issue, various strategies have

been developed to dissociate tissue-protec-

tive and erythropoietic activities using non-

erythropoietic EPO derivatives (5).

In a model of focal brain ischemia,

carbamylated EPO (CEPO) initially
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Université Joseph Fourier, Grenoble, F-38042, France;
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Objective: To investigate the effects of carbamylated erythro-

poietin, a modified erythropoietin lacking erythropoietic activity,

on brain edema and functional recovery in a model of diffuse

traumatic brain injury.

Design: Adult male Wistar rats.

Setting: Neurosciences and physiology laboratories.

Interventions: Thirty minutes after diffuse traumatic brain in-

jury (impact-acceleration model), rats were intravenously admin-

istered with either a saline solution (traumatic brain injury-saline)

or carbamylated erythropoietin (50 mg/kg; traumatic brain injury-

carbamylated erythropoietin). A third group received no traumatic

brain injury insult (sham-operated).

Measurements and Main Results: Three series of experiments

were conducted to investigate: 1) the effect of carbamylated

erythropoietin on brain edema before and 1 hr after traumatic

brain injury using diffusion-weighted magnetic resonance imag-

ing and measurements of apparent diffusion coefficient (n 5 10

rats per group), and the phosphorylation level of brain extracel-

lular-regulated kinase-1/-2 was also determined to indicate the

presence of an activated cell signaling pathway; 2) the time

course of brain edema using magnetic resonance imaging be-

tween 4 and 6 hrs postinjury and the gravimetric technique at 6

hrs (n 5 10 rats per group); and 3) motor and cognitive function

over 10 days post traumatic brain injury, testing acute somato-

motor reflexes, adhesive paper removal, and two-way active

avoidance (n 5 8 rats per group). Compared to traumatic brain

injury-saline rats, rats receiving traumatic brain injury-carbamy-

lated erythropoietin showed a significant reduction in brain

edema formation at 1 hr that was sustained until 6 hrs when

results were comparable with sham-operated rats. This anti-

edematous effect of carbamylated erythropoietin was possibly

mediated through an early inhibition of extracellular-regulated

kinase-1/-2 phosphorylation. Compared to traumatic brain injury-

saline rats, traumatic brain injury-carbamylated erythropoietin

rats showed improved functional recovery of the acute somato-

motor reflexes post traumatic brain injury, took less time to

remove adhesive from the forelimbs, and showed higher percent-

ages of correct avoidance responses.

Conclusion: Our findings indicate that early posttraumatic

administration of carbamylated erythropoietin reduces brain

edema development until at least 6 hrs postinjury and im-

proves neurologic recovery. Carbamylated erythropoietin can

thus be considered as a potential agent in the treatment of

traumatic brain injury-induced diffuse edema. (Crit Care Med

2011; 39:2099 –2105)
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