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Dosage du glutathion apres ischémie cérébrale
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Résumé

Quatre-vingt pour cent des accidents vasculaires cérébraux (AVC) sont d’origine ischémique, c’est-a-dire qu’ils
sont causés par lobstruction d'un vaisseau sanguin. Cette ischémie cérébrale est notamment tesponsable d’une
production importante de radicaux libres a 'origine d’un stress oxydant. Pour lutter contre ce stress oxydant,
lorganisme possede des systemes antioxydants endogenes, tels que le glutathion.

Le but de ce travail est de quantifier les concentrations en glutathion total a différents temps dans le cerveau de

rats ayant subi une ischémie cérébrale avec reperfusion.

Nos résultats montrent une diminution des concentrations en glutathion quelques heures apres la reperfusion,
puis une réaugmentation progressive jusqu’a une valeur normale en quelques jours. Le glutathion semble donc étre un
bon marqueur pour analyser I’évolution du stress oxydant lors de la reperfusion post-ischémique et son dosage pourrait
étre utilisé pour évaluer Pefficacité de stratégies anti-oxydantes dans ce modele d’ischémie cérébrale chez le rat.

Mots-clefs : Lschémie cérébrale, glutathion, stress oxydant

Introduction

L’accident vasculaire cérébral (A. V. C.) fait partie
des maladies cardio-vasculaires, deuxiéme cause de
mortalité en France apres les cancers . Les séquelles
engendrées par un A. V. C. sont la premiere cause de
handicap acquis de I'adulte 2.

I’A. V. C. est lié 2 une diminution importante du
débit sanguin cérébral et peut avoir deux origines :
ischémique lorsqu'il est causé par 'obstruction d'un
vaisseau par un caillot sanguin ou un débris de dépot
graisseux, ou hémorragique lorsqu’l est issu de la
rupture d’un vaisseau, due a une malformation ou a un
anévrisme. Prés de 80 % des A. V. C. sont d’origine
ischémique contre 20 % d'origine hémorragique 3.
Dans les deux cas, une prise en charge thérapeutique
précoce est essentielle pour améliorer le pronostic et
limiter les séquelles neurologiques engendrées par la
diminution du débit sanguin cérébral. Les A. V. C. sont
en effet a lorigine de déficits neurologiques plus ou
moins sévéres selon la structure 1ésée et la sévérité de la
lésion : il peut s’agir d’une altération des fonctions
motrices, de la mémoire ou du langage par exemple.

L'A. V. C. est donc un enjeu de santé publique de
part sa morbidité et sa mortalité, et plus
particulierement I’A. V. C. d’origine ischémique, le plus
fréquent. Celui-ci ne présente pas de traitement
thérapeutique actuellement et les cliniciens ne disposent
que dun thrombolytique, lactivateur tissulaire du
plasminogéne recombinant (rt-PA), qui permet la lyse
du caillot obstruant le vaisseau sanguin et ainsi la
reperfusion des tissus ischémiés. Cependant, son
utilisation reste tres limitée (moins de 2 % des patients)
en raison dune fenétre thérapeutique étroite
(administration idéale au plus tard 4 h 30 apres
Iischémie) et du risque de transformation
hémorragique. Cette absence de traitement s'explique
notamment par les diverses étiologies de I'AVC et la
complexité des mécanismes physiopathologiques
impliqués.
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Physiopathologie de I'A. 1. C.

La diminution du débit sanguin cérébral causée patr
IAVC entraine une diminution des apports en glucose
et en oxygene. Cette hypoxie et ce manque de substrat
énergétique ne permettent plus aux cellules de
fonctionner correctement, ce qui se traduit par une
diminution de la synthéese d’ATP (adénosine
triphosphate) par les neurones (diminution de la
glycolyse aérobie). Les canaux ioniques (sodium,
potassium et calcium) dépendants de PATP ne sont
ainsi plus fonctionnels. Ce déséquilibre ionique est a
Porigine  d’une libération massive de neuro-
transmetteurs  excitateurs comme le glutamate
(excitateur majoritaire du cerveau #).

Le glutamate accumulé dans la fente synaptique
des neurones>%7 entralne une suractivation de ses
récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) et AMPA
(a-amino-3-hydroxy-5-méthylisoazol-4-propionate) qui
favorise un influx massif de sodium, d’eau et de
calcium 8. Ainsi, les enzymes calcium-dépendantes
(protéases dont caspases, lipases, NO-synthases [NOS],
cyclo-oxygénases [COX]...) sont suractivées et
responsables daltérations structurelles et
fonctionnelles 191112 conduisant, d’une part, a un stress
oxydant et donc a une mort par nécrose (mort
prématurée ; elle concerne surtout les cellules proches
de la lésion) et, d’autre patt, 4 une mort par apoptose
(mort programmée ; plus tardive, elle concerne les
cellules plus éloignées de la Iésion) des neurones 1314, Ce
phénomene est appelé excitotoxicité neuronale, c’est-a-
dire une altération et une destruction des neurones suite
a une hyperactivation par des neurotransmetteurs
excitateurs. Le stress oxydant engendré est lié a une
production excessive d’espéces chimiques  tres
instables, appelées radicaux libres.

La reperfusion du vaisseau obstrué permet une
reprise de lirrigation des tissus ischémiés, mais a
également des conséquences déléteres, car elle entraine
une surproduction de radicaux libres 1161718,
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Ce stress oxydant est responsable de mécanismes
cytotoxiques (peroxydation des lipides membranaires,
lésions de PADN...) conduisant a une mort cellulaire,
et une activation du systtme immunitaire’. La
production de médiateurs inflammatoires par les
cellules 1ésées permet le recrutement de cellules gliales
et immunes (macrophages, polynucléaires neutrophiles
[PNN]), qui limiteront l'extension de la lésion et
permettront une restauration du tissu202l. Cette
inflammation, bien que favorable a la réparation de la
lésion, aggrave aussi la situation en produisant des
radicaux libres et des médiateurs inflammatoires
(amplification du stress oxydant, figure 1).

En conditions physiologiques, les radicaux libres
produits sont neutralisés par des systémes antioxydants
endogeénes enzymatiques (superoxyde dismutase,
catalase, glutathion peroxydase...). En raison de sa
concentration intracellulaire élevée, le glutathion réduit
(GSH) est I'un des principaux systémes antioxydants
utilisé par les cellules. En effet, la majeure partie (plus
de 90 %) du glutathion intracellulaire se trouve sous
forme réduite. La glutathion peroxydase permet
d’éliminer le peroxyde d’hydrogene (H2O2) ou les
hydroperoxydes (LOOH) par oxydation du glutathion
en glutathion oxydé (GSSG). Le GSSG est réduit a
nouveau en GSH par la glutathion réductase en utilisant
le NADPH (nicotinamide adénine dinucléotique
phosphate ; figure 2).

H,0;,

LOOH GSH NADP
Glutathion Giutathion
peroxydass réductase

LOH GSSG NADPH
H,O

Figure 2. Le glutathion, systeme antioxydant
endogene cellulaire

Mais  les  dysfonctionnements  cellulaires
provoqués par un AVC (inflammation, activation des
COX et NOS, dysfonctionnement de la chalne
respiratoire mitochondriale...) ont pour conséquence
une production de radicaux libres rapide et massive,
pouvant dépasser les capacités des systemes
antioxydants physiologiques.

De nombreuses études 2% 2. 24 ont montré que la
réduction du stress oxydant pourrait étre une stratégie
thérapeutique dans le traitement d'un AVC ischémique,
cependant aucune molécule n'est aujourd’hui
disponible chez 'Homme.

L'objectif de cette étude est d'étudier la cinétique
du glutathion comme témoin d’un stress oxydant dans
un modele d'ischémie cérébrale transitoire chez le rat
avec reperfusion.

Activation microgliale,
recrutement PNN, macrophages

ISCHEMIE

i apports oxygéne et glucose:
hypoxie et déplétion ATP cellulaires

J

Dysfonctionnement pompes ATPases-dépendantes:
déséquilibre ionique

A libération glutamate:
REPERFUSION excitotoxicité

71 ca* intracellulaire

Production de radicaux libres
Inflammation

‘ Activation des protéases (caspases), lipase, NOS, COX.

Stress oxydant:
peroxydation lipidique,
oxydation des protéines

NECROSE APOPTOSE
Figure 1. Mécanisme physiopathologique simplifié¢ de
I'AVC ischémique et de la reperfusion qui suit.

Matériel et méthodes

Modele d’ischémie cérébrale transitoire cheg le rat

L’expérience est réalisée sur 42 rats males
Spragues-Dawley (Iffa Credo, France) d'un poids
compris entre 300 et 330 g. I’expérience consiste a
occlure l'artére carotide commune gauche et l'artere
cérébrale moyenne gauche des rats a l'aide d’un
microclip par craniotomie, puis de les déclamper au
bout de deux heures afin de permettre la reperfusion
des tissus. Ce modeéle est a l'origine d'une lésion
cérébrale corticale et striatale. I’occlusion des arteres
est réalisée par approche subtemporale 2.

Dosage du glutathion total

L'évolution du stress oxydant lors de la
reperfusion post-ischémique est mesurée par dosage du
glutathion total dans la région ischémiée. Le glutathion
total est dosé chez 6 rats naifs, c’est-a-dire des animaux
n’ayant subi aucune chirurgie, et chez des rats ischémiés
et euthanasiés a différents temps post-reperfusion
(6 rats a chaque temps défini : 30 min, 3 h, 24 h, 48 h,
72het7j).

Les cerveaux prélevés sont découpés et le morceau
utilisé pour le dosage est choisi selon des critéres
anatomiques précis, en aval de la zone chirurgicale. Les
échantillons sont ensuite pesés et homogénéisés a 4 °C
dans 5 volumes d’une solution d’homogénéisation a
5 % d’acide sulfosalicylique (Merck 1.00691, Fontenay-
sous-Bois, France) contenant 0,5 mL d’acide éthylene-
diaminetétracétique (EDTA, Sigma EDA4SS). Les
homogénats sont ensuite centrifugés 5 minutes a
10000 g a 4°C. Les surnageants sont prélevés et
congelés a —40 °C jusqu’au jour du dosage.

Le dosage se fait par réaction enzymatique
cyclique en utilisant le systéme glutathion réductase-
NADPH, H* couplé au réactif d'Ellman (acide
5,5'dithio-bis-2-nitrobenzoique ~ ou  DTNB). Le
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glutathion oxydé, GSSG, est réduit par la glutathion
réductase. Le glutathion réduit, GSH, réagit avec le
DTNB pour former le TNB-, chromophore jaune dont
on mesure la vitesse d'apparition par spectro-
photométrie a la longueur d’onde de 410 nm :

GSSG + NADPH, H* — 2 GSH + NADP+

2 GSH + DTNB — GSSG + 2TNB-

Les formules chimiques correspondantes sont
données en annexe 2.

Sont utilisés pour le dosage une solution a 0,6 mM
de B-nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (8-
NADPH, forme réduite, Sigma N7505 ; 1), une solution
a 6 mM de DNTB (Sigma D8130 ; 2) et une solution a
10 U/mL de glutathion réductase (Sigma G3664 ; 3).
Ces solutions sont préparées dans un tampon
phosphate sodique a 141 mM (pH =7,5) contenant
0,3 mM d’EDTA.

Le surnageant est dilué au 1/5 dans la solution
d’homogénéisation, puis 5 pl. de cette solution sont
incubés dans un puits de microplaque avec 35 uL. d’eau
distillée, 140 pul. de 1, 20 ul. de 2 et 40 ul. de 3. Une
gamme d’étalonnage de 50 a 500 pM (en 6 points) est
réalisée a laide de glutathion (Sigma G4251).
L’absorbance de la solution est mesurée a 410 nm
toutes les 15 secondes pendant 2 minutes par un lecteur
spectrophotométrique  de  microplaques  (Dynex
technologies, MRX wicroplagues reader®, Sigma). Pour
chaque puits, la pente de la cinétique de la réaction est
calculée (ADO/2 min, ou DO est la densité optique).
Griace a la gamme d'étalonnage, la valeur de cette pente
est convertie en concentration de glutathion total
(GSSG + GSH) contenue dans le surnageant. La
quantité de glutathion total présente dans chaque
échantillon est exprimée en nanomoles par gramme de
tissu frais (nmol/g tissu frais).

Grace aux mesures d’absorbance et a la gamme
d’étalonnage, les différentes concentrations en
glutathion total sont obtenues pour chaque temps de
reperfusion.

Analyse statistique

Nous avons cherché a modéliser ces données

expérimentales selon une fonction d’équation
f(t) = A+ B(e % — e FH)

Avec fla concentration en glutathion, #1a durée de
reperfusion et A, B, a et 3 les parameétres du modele,
tels que A <0; A correspond a la valeur basale de la
concentration en glutathion. Ce modele a été ajusté par
régression des moindre-carrés non-linéaires, avec un
modele d’erreur additif gaussien. Les valeurs initiales
ont été obtenues par la méthode des résidus. Les
intervalles de confiance ont été obtenus par profilage.

Les données et les résultats ont été analysés a I'aide
du logiciel R et sont fournis dans I’annexe 1.

Résultats

Les moyennes et écart-types des concentrations en
glutathion dosées lors de expérience sont disponibles
dans le tableau 1. Ces données expérimentales sont

ADAMA, 2018, vol. 2, p. 15-19

Dosage du glutathion apres ischémie cérébrale

Durée de Concentrations en glutathion
repetfusion (nmol/g de tissu frais)
(h) Moyenne FEcart-tjpe
0 1555,0333 120,6328
0,5 918,6500 105,5508
3 401,8667 130,8118
24 398,0000 208,8703
48 273,2000 28,3513
72 746,4500 151,7627
168 1194,8333 154,692

Tableau 1. Concentrations en glutathion total en
fonction du temps de reperfusion
6 rats par temps ; # = 0 correspond au groupe de rats naifs

1000 1500

[Glutathion] (nmol/g tissu frais)

500

3 50 100 150
Durée de reperfusion (h)

Figure 3 : Concentrations en glutathion en
fonction de la durée de reperfusion.

Les points blancs correspondent aux mesures individuelles ;
les verts représentent les moyennes des concentrations
mesurées chez les 6 rats d’une durée de reperfusion donnée.
Le trait continu correspond au meilleur modele ajusté a ces
données.

6 rats par temps ; # = 0 correspond au groupe de rats naifs

Intervalle de confiance
1406,9 ; 1707 4]

—1556,8 ; —1181,8]

0,6 ; 1,0]

0,0040 ; 0,0087]

Parameétre = Estimation

A (nmol/g) = 1557,1209
B (amol/g) | —1369,3
o (h) 1,13
Bt 0,0063

— — — —

Tableau 2. Parameétres du modéle des
concentrations en glutathion total en fonction du
temps de reperfusion.

représentées sur la figure 3, avec le modéle obtenu. Les
valeurs obtenues des parametres de ce modele sont
indiquées dans le tableau 2, ainsi que leurs intervalles de
confiance a 95 %.

Les résultats obtenus montrent une chute rapide
des concentrations en glutathion total dans le cerveau
des rats ischémiés dés 30 minutes et jusqu’a 4,6 heures
aprés reperfusion. A partir de 4,6 heures et jusqu’a
7 jours de reperfusion, les concentrations en glutathion
dans la région ischémiée augmentent jusqu’a une valeur
normale. En effet, au bout de 7 jours, on observe des
valeurs de concentration en glutathion similaires a celles
des animaux naifs.
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Discussion

Ce travail a permis d’étudier la cinétique du
glutathion total comme marqueur de stress oxydant
dans un modele d’ischémie cérébrale transitoire chez le
rat. En effet le glutathion intervenant dans les
mécanismes antioxydants endogenes, une chute de sa
concentration signe la survenue d’un stress oxydant. Par
ailleurs, le GSH représentant plus de 90 % du
glutathion total, les formes oxydée et réduite du
glutathion n’ont pas été séparées dans I’étude. Grace a
nos résultats, nous avons examiné la cinétique
d’apparition du stress oxydant dans la région ischémiée
durant les heures suivant la reperfusion. Ainsi, la
diminution de la concentration en glutathion observée
révele une augmentation majeure du stress oxydant,
avec un pic a 4,6 h post-reperfusion. Ensuite, le
glutahion revient progressivement a des valeurs
comparables a celles des rats naifs au bout de 7 jours.
Cette augmentation pourrait étre due a une diminution
de la production de radicaux libres ou a une
augmentation de leur clairance. Une synthése accrue de
glutathion pourrait également étre envisageable, avec
un délai de mise en route d’environ 4,6 heures. Le
glutathion semble donc étre un systeme antioxydant
utilisé rapidement par les cellules pour protéger le tissu
cérébral. A partir de 48 heures post-reperfusion,
d’autres systémes pourraient intervenir pour lutter
contre le stress oxydant, permettant ainsi une
régénération plus importante du glutathion. Cette
cinétique de concentrations en glutathion au cours de la
reperfusion semble étre un bon marqueur du stress
oxydant tissulaire développé a la suite d'un AVC
ischémique.

Le modeéle expérimental utilisé présente cependant
quelques limites. La chirurgie subie par les animaux
(craniotomie), a 'exception de l'occlusion des arteres,
est elle-méme une source potentielle de stress oxydant
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