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RESUME

L'encéphalopathie hépatique (EH) est un syndrome neuropsychiatrique dii a une
dysfonction hépatique ou I'ammoniaque est un facteur central. Il a déja été rapporté que
I’intoxication aigué¢ d'ammoniaque induise le stress oxydatif/nitrosatif. La présente étude
cible a évaluer le role du stress oxydatif/nitrosatif dans 2 modeles de I’EH chronique :
(1) I’anastomose portocave (PCA) et (2) la ligation de la voie biliaire (BDL). Ces 2
modeles sont caractérisés par une hyperammoniémie et une augmentation
d’ammoniaque centrale, cependant 1’cedéme cérébral est trouvé seulement chez les rats
BDL. Des marqueurs du stress oxydatif/nitrosatif ont été évaluées dans le plasma et
cortex frontal. Un stress nitrosatif central a été observé chez les rats PCA; tandis qu’un
stress oxydatif/nitrosatif systémique a ¢ét¢ démontré seulement chez les rats BDL. Ces
résultats suggerent (1) que I’hyperammoniémie chronique n’induise pas le stress
oxydatif/nitrosatif systémique et (2) qu’un synergisme existe entre ’ammoniaque et le

stress oxydatif/nitrosatif, en association avec 1’cedéme cérébral.

Mots-clés : Encéphalopathie hépatique minimale (EHM); Hyperammoniémie;
Anastomose portocave (portacaval anastomosis PCA); Ligature voie biliaire (bile duct

ligation BDL); Stress oxydatif/nitrosatif; (Edéme cérébral.
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ABSTRACT

Hepatic encephalopathy (HE) is a neuropsychiatric complication due to liver failure
where ammonia is believed to be central in the pathogenesis. Acute ammonia
intoxication has demonstrated to induce oxidative/nitrosative stress in both in vivo and in
vitro models. The present study was aimed to assess the role of oxidative/nitrosative
stress in 2 models of chronic liver failure/HE; 1. portacaval anastomosis (PCA) and 2.
bile duct ligation (BDL). Both models are characterised with hyperammonemia and
increased brain ammonia however cerebral edema is only found in BDL rats.
Oxidative/nitrosative stress markers were evaluated in plasma and frontal cortex of both
animal models. Central nitrosative stress was observed in PCA rats, but systemic
oxidative/ntrosative stress was demonstrated only in BDL rats. The results of our study
suggest 1) chronic hyperammonemia does not induce oxidative stress and ii) a
synergistic effect between ammonia and systemic oxidative/nitrosative stress is

associated with cerebral edema.

Keywords: Minimal hepatic encephalopathy (MHE); Hyperammonemia; Portacaval
anastomosis (PCA); Bile duct ligation (BDL); Oxidative/nitrosative stress; Cerebral

edema.
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1. ENCEPHALOPATHIE HEPATIQUE

Vue d’ensemble de I’encéphalopathie hépatique

La fonction normale du cerveau dépend de plusieurs aspects de la fonction
hépatique. Le foie en santé produit des facteurs et des métabolites, et en méme temps
enléve des substances neurotoxiques telles ’ammoniaque, ce qui aide le cerveau a

fonctionner normalement (Butterworth, 2003).

Le cerveau

Le cerveau est I’organe qui traite les informations provenant des sens, controlant
de nombreuses fonctions du corps dont la motricité volontaire et constituant le si¢ge des
fonctions cognitives. Anatomiquement, les deux hémisphéres du cerveau sont divisés en
plusieurs lobes appelés frontal, temporal, pariétal et occipital (Figure 1). Le lobe frontal
joue un role dans la motricité volontaire et la programmation motrice; dans les fonctions
cognitives exécutives (les capacités de planification et d’organisation intellectuelle) et
dans les différentes activités telles le langage (expression), la mémoire et le
comportement. Le lobe temporal comprend les aires auditives, les aires du langage et les
zones impliquées dans les processus cognitifs (la mémoire et I’émotion). Le lobe pariétal
est le siege de la sensibilité et du langage et joue aussi un role dans la fonction
visuospatiale. Le lobe occipital est le centre visuel (orientation et le contour des images).
De plus, le cervelet et le tronc cérébral sont importants dans 1’anatomie fonctionnelle du
cerveau. Le cervelet est situé sous les 4 lobes du cerveau et est derriere le tronc cérébral.
Le cervelet régule les activités musculaires du mouvement volontaire, de la posture et du
maintien de 1’équilibre. Le tronc cérébral est placé sous le cerveau et en avant du
cervelet, cette partie joue un réle clé dans la connexion des systémes nerveux sensoriel

et moteur, en étant le centre de passage de voies sensitives et motrices. Les neurones et



les cellules gliales (astrocytes, microglies et oligodendrocytes) composent

principalement le cerveau.

Lobe pariétal

Lobe temporal # Cervelet

Tronc céerébral

Figure 1. Anatomie du cerveau

Le lobe frontal (bleu); le lobe pariétal (rouge); le lobe temporal (vert) et le lobe occipital
(jaune) sont situés sous le crane. Le cervelet (mauve) et le tronc cérébral (gris) se
positionnent sous le cerveau (image importée et modifié¢e de www.medical-
illustrations.ca).

Le foie

Le foie est ’organe et la glande le plus volumineux chez I’humain (~1,5 kg). Cet
organe joue un réle majeur dans le métabolisme et a un nombre important de fonctions
telles que le stockage de glycogéne, la décomposition des globules rouges, la production
des hormones et la désintoxication. Le foie est constitu¢é de cellules hépatiques
(hépatocytes) qui ont de multiples fonctions incluant la production de la bile. Cette
derniére est conservée entre les repas dans la vésicule biliaire. Aprés avoir mangg, la bile
est sécrétée dans le duodénum afin d’aider a la digestion de lipides. Les échanges du foie
avec le reste du corps se font pour la plupart a travers la veine porte et I’artére hépatique,

qui se terminent par une multitude de capillaires a l'intérieur du foie (Figure 2).



weine hépatique

: i N artéare hépatique
vesicule /.-'E'ine porte
biliaire
voie bilaire commune

Figure 2. Anatomie du foie

Le foie est divisé en deux lobes dont le lobe droit (deux tiers du volume) et le lobe
gauche (un tiers du volume). La vésicule biliaire est située sous le foie, ou la bile est
stockée. La veine porte amene le sang provenant de I’intestin vers le foie, tandis que
I’artére hépatique provenant de 1’aorte alimente le foie en sang oxygéné (image importée
et modifi¢ de www.lomalindahealth.org).

Encéphalopathie hépatique (EH)

L’EH est une complication neuropsychiatrique survenant au cours de la maladie
hépatique. C’est un syndrome caractéris¢ par des modifications cognitives,
psychiatriques et motrices. Les patients ressentent des troubles du sommeil, des
changements de la personnalité et une durée d’attention raccourcie. Ces symptomes sont
suivis par des troubles psychiatriques comme I'anxiété et la dépression, ainsi que par des
problémes moteurs, une incoordination motrice et un type de tremblement des mains
appelé astérixis. Avec la progression de la maladie, les patients ne répondent plus aux
stimuli externes, ce qui conduit finalement au coma et a la mort (Butterworth, 2003).

L’EH présente deux formes majeures, ’EH due a une insuffisance hépatique
fulminante, qui est caractérisée au niveau cérébral par le gonflement des astrocytes,
I’cedéme et I’hypertension intracranienne. L’augmentation de la pression intracranienne
conduit ensuite a une herniation cérébrale et a la mort (Butterworth, 2002).
L’insuffisance hépatique chronique telle la cirrhose est a 1’origine principale de I’autre
forme de I’EH, développant I’EH portosystémique, qui est due a une présence des

collatérales naturelles ou de la dérivation portosystémique chirurgicale.



Cirrhose et EH

Ce syndrome neuropsychiatrique présente un mauvais pronostic et le taux de
mortalit¢ a un an s’¢éleve a pres de 60% (Dbouk and McGuire, 2006). L’EH est un
syndrome observé surtout chez les patients atteints de cirrhose, soit dans preés de 30-45%
des cas (Poordad, 2007). La cirrhose est définie histologiquement par une forme avancée
de fibrose hépatique progressive avec une distorsion de l'architecture hépatique et une
formation de nodules de régénération (Lefton et al., 2009). En raison de la présence de
cicatrices dans le foie, la cirrhose conduit a une obstruction de 1'écoulement du sang et
provoque par la suite une hypertension portale. Cette hypertension originant de la
cirrhose entraine parfois spontanément des collatérales portosystémiques et le sang de la
veine porte est plutot dévié vers la circulation systémique. Vu que 1’hypertension portale
est dangereuse, car elle conduit aux saignements intra-gastro-intestinaux, le traitement
de cette hypertension est essentiel. L’hypertension portale est traitée soit par
I’anastomose portocave (PCA) a I’extérieur du foie (Figure 3), soit par une déviation
portosystémique intrahépatique (transjugular intrahepatic portal-systemic stent shunts,
TIPS) (Figure 4). De nos jours, la PCA est moins utilisée et est graduellement remplacée
par TIPS, qui s’effectue a 1’aide d’un tuteur inséré a I’intérieur du foie reliant la veine
porte et la veine hépatique. La création d’une déviation portosystémique afin de traiter
I’hypertension portale induit cependant secondairement I’EH. Les substances provenant
de la digestion de la nourriture dans I’intestin entrent normalement dans le foie par la
veine porte et certaines substances toxiques telles 1I’ammoniaque sont ensuite
métabolisées par le foie. Par contre, en présence d’une déviation de la veine porte vers
les veines systémiques, ces substances toxiques entrent dans le sang par la dérivation
portosystémique et ne sont pas détoxifiées par le foie. Ces substances de la circulation
systémique arrivent ensuite au cerveau via la barriere hémato-encéphalique, méme si
cette derniere peut bloquer certaines neurotoxines afin de protéger le cerveau. En étant
un gaz, ’ammoniaque diffuse librement par les membranes ainsi que par la barriere
hémato-encéphalique. L’entrée de I’ammoniaque, neurotoxique, entraine finalement le

développement de ’EH (Butterworth, 2003).



Figure 3. Anastomose portosystémique extrahépatique

L’anastomose portocave se réalise chirurgicalement par une connexion directe de la
veine porte et la veine cave inférieure. La PCA est une ancienne chirurgie pour traiter
I’hypertension  portale (image importée et modifice de www.medical-
dictionary.thefreedictionary.com).

Figure 4. Dérivation portosystémique intrahépatique (fransjugular intrahepatic
portal-systemic stent shunts, TIPS)

Une anastomose s’effectue chirurgicalement par une liaison entre la veine porte et la
veine  hépatique avec un tuteur (image importée et modifice de
www.keepingyouwell.com).



Mécanismes pathologiques

La pathologie de ’EH est complexe et n’est pas complétement comprise,
cependant I’ammoniaque est considérée comme un facteur majeur dans sa pathogénése
(Bosoi and Rose, 2009; Butterworth, 2002). Depuis la description de I'ammoniaque dans
I’EH il y a 100 ans, plus de 1200 documents ont exploré son rdle et ont confirmé que
I’ammoniaque est central dans I’EH (Shawcross and Jalan, 2005). Les mécanismes de la
pathophysiologie de I’EH incluent aussi la neurotoxicit¢ du manganese (Rose et al.,
1999), I'insuftfisance du métabolisme énergétique (Astore and Boicelli, 2000; Lockwood
et al., 1986), I’altération de la barriére hémato-encéphalique (Scorticati et al., 2004) et
I’altération du systéme de neurotransmetteurs tels les systemes du glutamate, de I'acide
y-aminobutyrique (GABA) et de la sérotonine (Ahboucha and Butterworth, 2004;
Bergeron et al., 1990; Monfort et al., 2002). De plus, il a été aussi découvert que
I’anormalité des astrocytes (Butterworth, 2003) et I’cedéme cérébral (Jover et al., 2006)
avait une implication dans la pathogénése de I’EH. Le stress oxydatif/nitrosatif a aussi

été démontré dans ’EH (Norenberg et al., 2004).

Traitement

La transplantation du foie est la premicre option thérapeutique de I’EH (Arria et
al., 1991) parce que I’EH est un syndrome métabolique réversible. A cause d’un manque
de donneurs de foie, les traitements sont devenus importants pour que les patients
survivent jusqu’a la disponibilité d’un foie. La thérapie de I’EH cible aussi la diminution
de la concentration de I’ammoniaque. Par exemple, une approche est basée sur la
diminution de la production de I’ammoniaque dans D’intestin. Le lactulose, un
disaccharide non absorbable et un laxatif osmotique; tandis que la rifaximine, un
antibiotique, sont proposés comme des médicaments efficaces dans I’EH ces derniéres
années (Pedretti et al., 1991; Prasad et al., 2007). Les antibiotiques diminuent le nombre
de bactéries de I’intestin, réduisant la production de I’ammoniaque (Eroglu and Byrne,
2009). L’autre approche tentée afin d’augmenter la capacit¢ de 1’¢limination de
I’ammoniaque. Par exemple, les ¢études cliniques et expérimentales ont permis de

découvrir que D’ornithine-aspartate et ’ornithine-phénylacétate étaient capables de



diminuer le niveau de ’ammoniaque en augmentant ’activit¢ de I’enzyme glutamine

synthétase dans les muscles (Kircheis et al., 2002; Rose et al., 1999; Ytrebg et al., 2009).

Classification et grades cliniques

Au congrés mondial de gastro-entérologie de 1998 a Vienne, une classification

de I'EH a été proposée. Selon cette classification, I'EH est subdivisée en types A, B et C
(Ferenci et al., 2002).

Tableau I : Classification clinique de I’encéphalopathie

hépatique

Type A (Acute)

décrit une encéphalopathie hépatique associée a

l'insuffisance hépatique aigué,

Type B (By-pass)

est causée par des anastomoses portosystémiques

sans maladies associées avec le foie,

Type C (Cirrhosis) chez les patients présentant une cirrhose.

Le classement des symptomes de I'EH est effectué¢ conformément au systeme de
classification de West Haven, se référant au niveau de l'atteinte de l'autonomie, des

changements dans la conscience, de la fonction intellectuelle, du comportement et de la

dépendance a la thérapie (Blei and Coérdoba, 2001).



Tableau II : Grades cliniques de I’encéphalopathie hépatique

Grade 0  Encéphalopathie hépatique minimale
Altération de la mémoire; la concentration;
la fonction intellectuelle et la coordination;
absence de changements détectables dans la personnalité ou

le comportement. L’astérixis est absent.

Grade I  Manque de sensibilisation; raccourcissement de la durée
d’attention; troubles du sommeil; altération de I’humeur;
ralentissement de la capacité a effectuer des taches mentales.

L’astérixis peut étre détecté.

Grade2 Léthargie ou apathie; désorientation dans le temps;
comportements inappropriés; troubles d'élocution;
amnésie des événements récents; diminution de la capacité a
accomplir des tdches mentales; changements de

personnalité évidents. L’astérixis est présent.
Grade 3 Somnolence; confusion; désorientation dans le temps et le
lieu; comportements bizarres; amnésie; incapacité a

accomplir des tdches mentales; signe de Babinski positif.

Grade4 Coma avec ou sans réponse a des stimuli douloureux.

En outre, la durée et les caractéristiques ont permis de classifier ’EH en
épisodique, récurrente, persistante et minimale (Stewart and Cerhan, 2005). L’EH
épisodique signifie que ce syndrome est apparu spontanément ou a été précipité par des

conditions cliniques potentiellement réversibles reliées aux symptomes d’une maladie du
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foie, tels des saignements gastro-intestinaux, une infection et des effets indésirables de la
thérapie (déshydratation). L’EH récurrente est caractérisée par deux épisodes de I’EH
spontanée ou précipitée en un an; tandis que I’EH persistante est caractérisée par un
déficit cognitif chronique, qui affecte la qualité de la vie (Stewart and Cerhan, 2005). Le
terme encéphalopathie hépatique minimale (EHM) définit les patients atteints de
cirrhose, qui ne manifestent pas cliniquement les syndromes spécifiques de I’EH, mais
qui présentent une déficience cognitive aux ¢études neuropsychologiques et

neurophysiologiques (Amodio et al., 2004).

Encéphalopathie hépatique minimale (EHM)

L’EHM est le grade 0 de ’EH, qui se nommait auparavant I’EH sous-clinique
(Schomerus and Hamster, 1998). Torre Delgadillo et al. (2006) estimaient que la
prévalence de I’EHM atteignait 84% chez les patients souffrant de cirrhose. La
prévalence de ’EHM atteint 72% chez les patients présentant une dérivation spontanée
et 35% chez les patients présentant une obstruction de la veine porte extrahépatique
(Sharma et al., 2008). En outre, ’EHM est aussi observée chez les patients avec
implantation de TIPS (Bahn et al., 2002; Bajaj et al., 2008).

Les deux premicres ¢tudes de ’EHM, Zeegen et al. (1970) et Rikkers et al. (1978)
ont permis de découvrir I’altération de la performance psychométrique et 1’anormalité
neurophysiologique (¢électroencéphalographie, EEG) chez les patients atteints de
cirrhose, mais qui ne présentaient pas de symptomes cliniques évidents de I’EH. L’EHM
est la forme la plus bénigne de ’EH (Dhiman and Chawla, 2009), caractérisée par des
changements subtils dans les fonctions cognitives, les paramétres électrophysiologiques
et neuropsychologiques, I’homéostasie des neurotransmetteurs, le flux sanguin cérébral
et le métabolisme cérébral (Amodio et al., 2004; Dhiman and Chawla, 2009).

Les patients de I’EHM manifestent un processus mental lent et une altération
dans D’attention, la mémoire et la perception visuelle (Poordad, 2007). L’EHM est
corrélée a la diminution de la qualité de la vie. De nombreux parameétres de la vie

quotidienne, tels le sommeil, la mobilit¢ (manger, marcher et travailler), I’interaction
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sociale et la communication ont ét¢ montrés altérés chez la population de patients
présentant ’EHM (Groeneweg et al., 1998). Une diminution de la capacité du travail et
de I’apprentissage a été¢ notée chez les patients affectés par ’EHM (Schomerus and
Hamster, 2001). En plus, la réduction de la capacité de conduire a été observée chez les
patients souffrant de I’EHM, suggérant que I’EHM soit un facteur important dans les
accidents de voitures de ceux-ci (Bajaj, 2008). De plus, une étude plus récente a montré
une augmentation (17%) d’accidents chez les patients avec cirrhose, diagnostiqués avec
I’EHM, par rapport aux patients avec cirrhose sans ’EHM (Baja;j et al., 2009).

Le diagnostic de ’EHM est important parce que ’EHM présente une risque
¢levée de développer ’EH sévére qui est associée avec la mortalité accrue (Amodio et
al., 2001; Saxena et al., 2001; Saxena et al., 2002). Cependant, vu le manque d’évidence
de signes et de symptomes cliniques, ’EHM reste encore difficile a diagnostiquer. Bien
que les critéres diagnostiques de I’EHM ne soient pas normalisés, il est proposé de
mesurer par des tests neurophysiologiques et neuropsychologiques la présence de
I’EHM chez les patients cirrhotiques (Amodio et al., 2004; Kharbanda et al., 2003;
Stewart and Smith, 2007). L’EHM est considérée comme positive en présence d’au
moins deux parameétres anormaux dans les tests neurophysiologiques et/ou
neuropsychologiques. Le niveau de I’ammoniaque est aussi un indicateur important dans

le diagnostic de ’EHM (Sharma et al., 2008).
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2. MODELES ANIMAUX DE L’EHM

Les modeles animaux employés dans les études de ’EHM sont I’anastomose
portocave (portacaval anastomosis, PCA) et la ligature de voie biliaire (bile duct

ligation, BDL) (Butterworth et al., 2009).

Encéphalopathie portosystémique

La PCA est un mode¢le largement utilisé pour induire I’EHM en effectuant une
anastomose entre la veine porte et la veine cave inférieure (Butterworth et al., 2009)
(Figure 5). La PCA est considérée comme un modele équivalent a ’EHM chez les
humains (Jover et al.,, 2005). Les animaux subissent I’intervention de PCA et

développent I’encéphalopathie sur une période de quatre semaines.

(A) (B)
Veine Veine
cave cave

hépatique

Voie biliaire

Veine porte

Figure 5. Anastomose portocave (portacaval anastomosis PCA)

(A) : Sous les conditions physiologiques, la veine porte draine le sang de I’intestin vers
le foie ou les toxines, incluant ’ammoniaque, sont éliminées. La veine porte offre un
apport de 70% de sang au foie alors que 30% est complété par 1’artére hépatique (rouge).
(B) : Une anastomose portocave s’effectue par une déviation de la veine porte vers la
veine cave inférieure. Le foie n’est alimenté que par 1’artére hépatique.
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Il a été constaté que les rats avec PCA avaient un affaiblissement moteur en
¢tudiant leur activité ou leur comportement. Une altération ou un déficit de la
performance locomotrice (manger, renifler, réponse aux stimuli et activité spontanée) a
été démontré chez les rats avec PCA (Ahboucha et al., 2008; Bengtsson et al., 1986;
Cauli et al., 2006; Oria et al., 2006; Theander et al., 1997). Aussi, une altération dans la
capacité d’adaptation et d’apprentissage a ¢ét¢ démontrée chez les rats avec PCA
(Apelqvist et al., 1999; Erceg et al., 2005). La dysfonction cognitive (la mémoire
spatiale et 1’habituation comportementale) a aussi été observée (Monfort et al., 2007,
Meéndez et al., 2008; Sergeeva et al., 2005).

Les rats avec PCA manifestent une hyperammoniémie dans le sang et le cerveau
(Schliess et al., 2002) et une difficult¢ a €éliminer ’ammoniaque (Butterworth et al.,
1988). Des modifications de la fonction de plusieurs neurotransmetteurs et une
déficience énergétique ont été constatées chez les rats avec PCA (Apelqvist et al., 1998;
Audet and Butterworth, 1998; Butterworth and Giguere, 1986; Butterworth et al., 1988;
Giguere and Butterworth, 1984).

Cirrhose expérimentale

Contrairement au modele de PCA, une hyperammoniémie sans altération des
hépatocytes, le modele de la cirrhose expérimentale est utilisé dans le but d’induire une
insuffisance hépatique chronique (Butterworth et al., 2009). La cirrhose originant de
I’obstruction de la voie biliaire (cirrhose biliaire secondaire) permet d’étudier I’EH
associée a une dysfonction hépatique. Elle se réalise par une ligature de la voie biliaire
commune (bile duct ligation BDL) (Rose et al., 1999) (Figure 6). Lorsque cette derniere
est bloquée, la bile, qui est toxique s’accumule dans le foie, provoquant la mort des
hépatocytes. L’EHM se développe pendant six semaines apres la chirurgie de BDL chez
les rats (Butterworth et al., 2009; Chan et al., 2004).



14

(A) (B)
Veine Veine
cave cave

Figure 6. Ligature de la voie biliaire commune (bile duct ligation BDL)

(A) : La bile est produite et secrétée par le foie vers I’intestin afin d’aider la digestion de
la nourriture. (B) : Le mod¢ele de BDL s’effectue par ligature de voie biliaire commune,
I’EHM se développe pendant six semaines suivant ’intervention.

Une altération de la coordination motrice et un déficit dans la performance
locomotrice ont été observés chez les rats avec BDL (Rodrigo et al., 2005; Dunn et al.,
1991; Huang et al., 2009). Une dysfonction cognitive (mémoire spatiale) a aussi été
démontrée chez les rats avec BDL (Huang et al., 2009).

Ce modele est caractérisé par [I’hypertension portale, les collatérales

portosystémiques, I’ascite et la jaunisse (Jover et al., 2006; Kountouras et al., 1984).
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3. PATHOPHYSIOLOGIE DE L’EH

La pathologie de I’EH est complexe et multifactorielle, or ’ammoniaque est
considérée comme le facteur central dans la pathogénese de I’EH (Bosoi and Rose, 2009;
Butterworth, 2002). Des modifications dans le métabolisme énergétique, le systéme de
neurotransmetteurs, le pH, le systéme de 1’oxyde nitrique, le potentiel membranaire et
les récepteurs de benzodiazépine de type périphérique ont aussi été décrites dans cette
pathogénese (Hazell and Butterworth, 1999). L’cedéme cérébral et le gonflement des
astrocytes ont aussi une implication dans ce syndrome neuropsychiatrique. Plus
récemment, le stress oxydatif/nitrosatif a également été proposé d’étre associé¢ avec I’EH

(Haussinger and Schliess, 2008).

Ammoniaque

Physiologie de ’ammoniaque

L’ammoniaque joue un rdle important dans la physiologie de I’organisme. Elle
est produite par le métabolisme des acides aminés provenant de la nutrition (Wu, 2009).
La maintenance d’un niveau faible de I’ammoniaque est nécessaire pour assurer une
fonction normale de I’organisme. La concentration normale de I’ammoniaque dans le
plasma artériel est 50-100 uM (Felipo and Butterworth, 2002) et elle est neurotoxique a
des concentrations élevées (Romero-Gomez et al., 2009).

Dans les conditions normales, 98% de 1’ammoniaque totale est présente sous
forme ionique (NH4") et 2% est sous forme gazeuse (NH3). Cette distribution des deux
formes dans 1’organisme est due au ratio de NH; / NH;" (NH3 + H' <> NH,"), défini par

I’équation de Henderson-Hasselbach.

pH = pKa + logyo (NH3/NH4+)
(pKa de I’ammoniaque est 9,15 a 37°C (Bromberg et al., 1960))
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L’ammoniaque est une base faible, mais elle peut agir comme un trés faible
acide. Bien que NHs, un gaz qui diffuse rapidement dans la membrane plasmatique,
alcalinise initialement les cellules, il est suivi par I’entrée du NHy4' via des transporteurs
de K", ce qui acidifie ensuite les cellules. L’ammoniaque posséde des propriétés
ioniques similaires au K, ce qui permet au NH, d’utiliser les transporteurs de K pour
entrer dans les cellules. L’ammoniaque est donc un facteur important dans la

modification du pH intracellulaire et extracellulaire (Bosoi and Rose, 2009).

Production de I’ammoniaque

L’ammoniaque est principalement produite dans 1’intestin par la digestion des
aliments. En outre, les bactéries dans 1’intestin jouent aussi un réle dans la production de
I’ammoniaque. En plus, elle est générée par plusieurs réactions de déamination des

acides aminés telles la glutaminase (Figure 7).

Glutaminase (1)

Glutamine Glutamate + NH,*

Glutamine synthétase (2)

Figure 7. Métabolisme de ’ammoniaque

L’ammoniaque est générée par I’enzyme la glutaminase (1) dans I’intestin, les reins et le
cerveau. L’ammoniaque est éliminée par I’enzyme glutamine synthétase (2) dans le foie,
les muscles et le cerveau.

Elimination de I’ammoniaque

Le foie, par le cycle de 1’urée, ¢limine 70% de ’ammoniaque. Le cycle de 'urée
comprend cinq réactions : deux sont localisées dans la mitochondrie et trois dans le
cytoplasme (Figure 8). Le cycle convertit deux groupes amine, dont l'un est le NH4" et
l'autre provient de 1’aspartate, en urée, qui est éliminée par les reins. La synthése de
I’urée est effectuée dans les hépatocytes périportaux.

L’ammoniaque peut aussi étre ¢liminée par la glutamine synthétase (GS), qui est

située dans le foie, le muscle et le cerveau (Figure 7).
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NH, + CO,
(‘2 ATP
Citrulline Aspartate + ATP
Carbomoyl-
Phosphate
R Cycle
de
L-Ornithine I'uree Arginosuccinate
0
I
Urée HoN™ NH,
Fumarate
Arginine

Figure 8. Cycle de I’urée

Le cycle de l'urée consiste en cinq réactions, qui produisent 1’urée a partir de
I’ammoniaque. Deux amines sont excrétées par ce cycle, I’une provient de la premiére
réaction ou I’ammoniaque est convertie en carbomoyl-phosphate. L’aspartate,
fournissant ’autre amine, se joint au cycle et I'urée formée par les deux amines est
ensuite excrétée par les reins.

Sous des conditions pathologiques telles la dysfonction hépatique, le cerveau et
le muscle squelettique sont les deux organes essentiels pour éliminer 1’ammoniaque
(Desjardins et al., 1999; Lockwood et al., 1979). Etant donné que deux enzymes du
cycle de I'urée sont absentes dans le cerveau, le mécanisme de 1’élimination de
I’ammoniaque cérébral dépend exclusivement de I’action de GS (Figure 7). Plus
intéressant, GS existe uniquement dans les astrocytes ou le glutamate est converti en
glutamine, en prenant une molécule d’ammoniaque. Ce sont donc les astrocytes et non
les neurones qui prennent la responsabilité de la détoxification de I’ammoniaque dans le
systéme nerveux central (SNC) (Cooper and Plum, 1987). Le muscle squelettique,
comptant pour 40% du poids total d’un homme sain (Lockwood et al., 1979), joue aussi

un role important dans I’homéostasie de I’ammoniaque.
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Ammoniaque et ’EHM

La pathogénése de I’EHM est similaire a celle de I’EH sévere, ainsi
I’ammoniaque joue un rdle important dans ’EHM (Dhiman and Chawla, 2009). Ong et
al. (2003) ont découvert une corrélation entre le niveau d’ammoniaque et la sévérité
d’EH. Chez les patients de ’EH de grade 1 ou 2, I’ammoniaque artérielle était
généralement inférieure a 150 pmol/L, tandis que les patients de grade 3 présentaient
une concentration moyenne de 150 pmol/L et ceux de grade 4 présentaient une moyenne
de 200 pmol/L.

Dans les études expérimentales de I’EHM telles PCA et BDL, une augmentation
de la concentration de I’ammoniaque a aussi €ét¢ observée dans le sang et dans le cerveau
(Butterworth, 2002; Rodrigo et al., 2005). Les ¢tudes de I’insuffisance hépatique
chronique sur les animaux ont montré une augmentation de ’entrée d’ammoniaque dans
le cerveau due a une perméabilit¢ ¢levée de la barriere hémato-encéphalique a

I’ammoniaque (Lockwood et al., 1991).

(Edéme cérébral et le gonflement des astrocytes

L’cedeme cérébral, causant ’augmentation de la pression intracranienne est une
caractéristique de I’EH aigué. L’cedéme cérébral est défini par une accumulation ou un
exces d’eau dans le tissu intra- ou extracellulaire du cerveau, qui est la cause principale
de la mort chez les patients de I’EH aigué (Butterworth, 2002). La cavité cranienne est
capable de tolérer un niveau modéré d’eau supplémentaire dans le tissu cérébral, sans
qu’une ¢lévation de la pression intracranienne et I’herniation cérébrale ne se produise.
Le mécanisme de 1’cedéme cérébral n’est pas défini, mais ’implication du gonflement
des astrocytes a été proposée (Cordoba and Blei, 1996).

Dans le cas de I’EH induite par I’insuffisance hépatique chronique, les patients
ne présentent pas une augmentation de la pression incranienne (Héussinger et al., 2000).
Toutefois, des études récentes ont proposé¢ qu’un cedéme cérébral modéré soit présent

chez les patients de ’EHM et que la perturbation de I’homéostasie du volume dans les
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astrocytes soit un événement précoce dans la pathogénése de I’EH associée avec la
cirrthose (Lodi et al., 2004). En outre, nous avons aussi observé un cedéme cérébral dans

le mod¢le de BDL (Figure 9).
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Figure 9. (Edéme cérébral dans la cirrhose expérimentale

L’cedéme cérébral a été observé dans le cortex frontal des rats de six semaines avec BDL
(en noir) versus les rats contrdles (en blanc). Cependant, ’cedéme cérébral n’a pas été
noté dans les rats avec PCA. *p < 0,05 vs sham-controles.

Les patients de I’EH due a une insuffisance hépatique chronique manifestent
plutdt une altération de la morphologie et de la fonction des astrocytes, qui sont connus
sous le nom d’astrocytes d’Alzheimer de type II (Figure 10). Ces astrocytes présentent
un gonflement du noyau, une proéminence du nucléole et une margination de la
chromatine, qui ont été observés non seulement chez les patients, mais aussi chez les

animaux expérimentaux de I’EH chronique (Butterworth, 2002).



20

Figure 10. Astrocytes d’Alzheimer de type I1

Les astrocytes provenant d’une patiente décédée de 1’encéphalopathie hépatique (coma).
L’image montre a la fois les astrocytes normaux (N), qui ont des noyaux foncés, et les
astrocytes d’Alzheimer de type II qui sont caractérisés par les noyaux pales et larges
(Alz) (image importée et modifiée de Takahashi et al. (1991)).

Le mécanisme du gonflement des astrocytes n’est pas clair, mais le niveau élevé
d’ammoniaque est proposé¢ d’étre la cause principale du gonflement des astrocytes. Ces
derniers sont responsables de 1’élimination de I’ammoniaque du cerveau. Le glutamate
est converti en glutamine en prenant une molécule d’ammoniaque a ’aide de I’enzyme
GS (Glutamate + NH," G5 Glutamine). Ainsi, le niveau élevé d’ammoniaque accroit la
production de la glutamine, ce qui provoque un gonflement osmotique des astrocytes
(Norenberg et al., 1991). Dans les études in vitro, le gonflement des astrocytes a été
observé lors d’une exposition a I’ammoniaque (Jayakumar et al., 2008; Warskulat et al.,
2002).

Une association entre 1’hyperammoniémie, 1’cedéme cérébral et le gonflement
des astrocytes a ¢t¢ démontrée dans les ¢tudes de I’EH due a une intoxication aigué
d’ammoniaque in vitro ou in vivo (Norenberg et al., 2007). Cependant I’cedéme cérébral
et le gonflement des astrocytes ne sont pas les seules conséquences de la neurotoxicité
de D’ammoniaque. Il a été proposé que le stress oxydatif est aussi induit par

I’hyperammoniémie (Héussinger and Schliess, 2008).
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Stress oxydatif/nitrosatif

De plus en plus d’études supportent le fait que le stress oxydatif/nitrosatif soit
impliqué dans la pathogénése de ce syndrome neuropsychiatrique (Norenberg et al.,
2004; Sathyasaikumar et al., 2007).

Il y a 50 ans, la présence de radicaux libres dans le systeme biologique a été
découverte (Commoner et al., 1954). Gerschman et al. (1954) ont proposé¢ la formation
de radicaux libres lors de la présence d’oxygene. Les radicaux libres sont des molécules
ou des fragments moléculaires contenant des €lectrons non-appari€s dans des orbitales
atomiques ou moléculaires (Valko et al., 2007). Un des groupes les plus importants de
ces radicaux libres provient du métabolisme de l'oxygéne, et s’appelle les especes
réactives de 1’oxygene (reactive oxygen species, ROS). Un autre groupe provient du
métabolisme de l'azote, connu sous le nom d’espéces réactives de l'azote (reactive
nitrogen species, RNS).

La formation de radicaux libres est un processus physiologique et certains jouent
des roles importants dans la signalisation moléculaire (Chen et al., 2008; Dawson and
Snyder, 1994). Dans les conditions normales, ces radicaux libres sont enlevés par le
systtme antioxydant afin de maintenir un équilibre entre les oxydants et les
antioxydants. Le systeme antioxydant protege les cellules contre les attaques de
ROS/RNS selon trois mécanismes : (1) enlever les ROS ou RNS; (2) lier aux ions
métalliques nécessaires pour former les ROS et (3) réguler a la hausse les antioxydants
(Poon et al., 2004). Cependant, au cours de la pathologie, cet équilibre est détruit, soit
par une augmentation de radicaux libres dépassant la capacité de la défense
antioxydante, soit par une altération du systéme antioxydant, créant une situation de

stress oxydatif.

Stress oxydatif/nitrosatif dans le cerveau

Le stress oxydatif a ét¢ découvert dans plusieurs maladies neurologiques telles la

maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique, la maladie de Parkinson et la
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maladie de Huntington (Brown and Robberecht, 2001; Massaad et al., 2009; Sorolla et
al., 2008; Yao et al., 2004) .

En raison de sa quantité¢ ¢élevée en acides gras insaturés, de sa consommation
d'oxygene élevée (20 % d’oxygene total du corps) et du niveau relativement faible du
systéme antioxydant, le cerveau est susceptible d’étre attaqué par les ROS/RNS (Poon et
al., 2004). Le systeme antioxydant du cerveau inclut les antioxydants enzymatiques et
certaines molécules de défense, qui sont capables d’enlever les ROS/RNS formés
physiologiquement. Les enzymes antioxydantes comprennent principalement la Cu/Zn-
superoxyde dismutase (SOD), la Mn-SOD, la glutathion peroxydase et la catalase.
D’autres mécanismes de défense englobent le glutathion, 1’acide ascorbique, la vitamine
E et un certain nombre de flavonoides alimentaires (Schulz et al., 2000).

Le stress oxydatif/nitrosatif décrit un état dans lequel les défenses antioxydantes
cellulaires sont insuffisantes pour maintenir le niveau de ROS/RNS au-dessous d'un
seuil de toxicité. La conséquence la plus directe du stress oxydatif/nitrosatif en
réagissant avec les radicaux libres est I’oxydation de I’ADN, des protéines et des lipides.
Le radical hydroxyle (HO") réagit avec les bases (purines et pyrimidines) et le squelette
de désoxyriboses de ’ADN, ce qui induit une 1ésion de I’ADN, par exemple, via une
formation de 8-OH-G due aux ROS (Gorg et al., 2008; Halliwell and Aruoma, 1991).
Dans le cas des protéines, les chaines latérales et dorsales de polypeptides sont les deux
locations les plus ciblées par les radicaux libres, conduisant a I’oxydation de résidus
d’acides aminés, a la génération d’un complexe protéine-protéine et a la fragmentation
de la chaine polypeptidique (Stadtman, 2006) (Figures 11, 12). Ces modifications
structurales et fonctionnelles des protéines, induites par le stress oxydatif/nitrosatif,
conduisent par conséquent a une diminution de 1’activité ou a I’inactivation des enzymes
(Poon et al., 2004). Par exemple, I’inactivation de GS due a 1’oxydation directe par des
radicaux libres a été montrée (Aksenov et al., 1997). Quant a 1’oxydation de lipides, vu
que les acides gras insaturés possedent de nombreuses double liaisons (RCH=CH-CH,-
CH=CHR), ils sont plus susceptibles a ’attaque par les radicaux libres. Par exemple, la
peroxydation des acides gras polyinsaturés génere les aldéhydes, 4-hydroxy-2-nonéal

(HNE) et le malondialdéhyde (MDA), qui réagissent par la suite avec les résidus
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d’acides aminés des protéines pour former un complexe protéine-protéine (Figure 12).
Etant donné que ces dérivés oxydatifs provenant de lipides sont des produits finaux et
plus stables que les radicaux libres, ils fournissent des informations fiables afin de

déterminer si le stress oxydatif est induit (Poon et al., 2004).

(A)
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Figure 11. Oxydation de résidus d’acides amines de protéines

(A) : La modification oxydée de protéines s’effectue par 1’oxydation de résidus de
I’histidine (His), la cystéine (Cys) et la lysine (Lys) dans la chaine latérale de protéines
(P) (Poon et al., 2004). (B): La tyrosine est oxydée par les RNS, ce qui permet
d’introduire un NO, a la tyrosine (nitrotyrosine) (image importée et modifiée de Yan
(2009)).
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Figure 12. Formation du complexe protéine-protéine par HNE

Les acides gras polyinsaturés (polyunsatured fatty acids PUFA) sont peroxydés en
produisant un aldéhyde, qui réagit avec la 1 protéine (P). La 2° protéine (P?) lie ensuite
HNE pour former un complexe protéine-protéine (image importée et modifiée de
Stadtman (2006)).

Marqueurs du stress oxydatif/nitrosatif

ROS

Les ROS majeurs incluent I’anion superoxyde (O;"), le peroxyde d’hydrogéne
(H,0,) et le radical hydroxyle (HO") (Nordberg and Arnér, 2001). Les ROS sont les
dérivés radicaux de 1’oxygéne, par exemple O,  est généré principalement dans la
mitochondrie ou 1’oxygene n’est pas complétement réduit par la chaine respiratoire
(Figure 13). O," posséde une forte réactivité, qui est considéré comme ROS « primaire »
et il réagit ensuite avec d’autres molécules pour former les ROS secondaires (Valko et
al., 2007). Etant donné que O, est un anion, il requiert des transporteurs pour pénétrer
les membranes mitochondriales tandis que H,O,, I’autre membre important des ROS, est
capable de traverser les membranes (Nordberg and Arnér, 2001).

H,0, est produit lorsque les cellules détoxifient O,” par la Cu/Zn-SOD dans le
cytosol ou par la Mn-SOD dans la mitochondrie (Poon et al., 2004). H,O, n’est pas un
radical libre. Cependant, vu qu’il peut diffuser a travers les membranes et former les
autres ROS intracellulaires, H,O, est également considéré comme un membre des ROS
(Valko et al., 2007). Normalement, H,O, est éliminé par les enzymes antioxydantes

(catalase, glutathion peroxydase). Cependant, il est toxique pour les cellules lors de son
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accumulation intracellulaire due a une diminution de I’activité d’antioxydants (Poon et
al., 2004).

Un des roles du H,O, est la formation de HO" via la catalyse des ions métalliques
(Fe*" + H,0, —» Fe’* + HO'+ OH), qui se nomme « réaction de Fenton». HO' est
propos¢ d’étre le radical libre le plus toxique en raison de sa forte réactivité et de sa

modification irréversible dans les protéines, les lipides et ’ADN (Poon et al., 2004).

GPr H;0 + 0,
Cu, Zn-SOD Aaﬂase
0; > 0, —> H,0;
Cu' ‘OH
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> 0] —)H;UN -

0
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Figure 13. Formation de ROS

L’anion superoxyde (O,"), le peroxyde d’hydrogéne (H,0O,) et le radical hydroxyle (HO")
sont les composants plus communs des ROS. O, est produit principalement dans la
mitochondrie, ce qui permet de former d’autres ROS, par exemple, H,O, (par la Mn-
SOD dans la mitochondrie ou par la Cu/Zn-SOD dans le cytosol). Ce dernier est un
médiateur qui génére HO' par la catalyse des ions métalliques (Fe*" ou Cu”) ou qui forme
de ’eau par la catalase ou le glutathion peroxydase (GPx) (image importée et modifiée
de Nordberg and Arnér (2001)).

Marqueurs de peroxydation de lipides

A la suite de la peroxydation des acides gras polyinsaturés, les hydroperoxydes
d'acide gras relativement instables sont transformés en aldéhydes plus stables tels 2-
hexenal, 2-octénal, 2,4-nonadienal et 4,5-dihydroxydecénal. Le 4-hydroxy-2-nonéal
(HNE) et le malondialdéhyde (MDA) sont les deux aldéhydes les plus étudiés, car ils

sont les produits finaux et stables de 1’oxydation de lipides.
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HNE

HNE est le produit de la peroxydation des acides gras insaturés et consiste en
trois groupes réactifs dont un aldéhyde, une double liaison carbone et un groupe
hydroxyle. La formation des aldéhydes s’effectue par plusieurs mécanismes dont la
dimérisation (Figure 14).

HNE est considéré comme un produit toxique de la peroxydation lipidique. Il
réagit avec les protéines en formant les complexes protéine-protéine, ce qui induit une
inactivation de protéines (Stadtman and Levine, 2003). De plus, il peut lier aux
récepteurs et aux molécules de signalisation, modifiant ensuite la fonction de ces
protéines (Van der Vliet and Bast, 1992). Une augmentation de HNE a été observée dans
les maladies d’Alzheimer, de Parkinson et la sclérose latérale amyotrophique (Andersen,

2004; Zarkovic, 2003; Odetti et al., 2000).
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Figure 14. Formation des aldéhydes par la dimérisation

La formation des aldéhydes commence par (1) un groupe de radical peroxyle (ROQO")
additionné a une chaine des acides gras insaturés. L’oxydation d’un radical allyle permet
de former le deuxiéme groupe peroxyle induisant un dimere de peroxyde (2). Le clivage
de ce dimére de peroxydes (3) permet de former deux aldéhydes dont un est le HNE
(image importée et modifiée de Schneider et al. (2008)).
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MDA

Le MDA est un autre aldéhyde majeur et le plus étudié pour les effets de la
peroxydation de lipides (Del Rio et al., 2005). Il est le produit de la décomposition lors
de I’oxydation des acides gras insaturés (Figure 15). Le MDA peut étre mesuré soit par
sa concentration dans le plasma soit par ses dérivés dans les protéines ou dans I’ADN
(Lykkesfeldt, 2007). L’augmentation du niveau MDA refléte une oxydation de lipides
croissante et les modifications des composants des cellules. Le MDA réagit avec les
bases de ’ADN, induisant des mutations dans les cellules de mammiferes (Ji et al.,
1998). Le MDA peut aussi lier aux résidus des acides aminés de protéines pour former

un complexe protéine-protéine (Poon et al., 2004).

Acides gras insaturés
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Figure 15. Formation de MDA

La peroxydation des acides gras insaturés s’effectue par deux oxydations consécutives
dans la chaine d’acides gras (réactions 1 et 2). Ceci permet de former une molécule de
MDA (mauve) (image importée et modifiée de www.rndsystems.com).
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Carbonylation

La carbonylation de protéines est un dommage oxydatif irréversible, conduisant
souvent a une perte de la fonction des protéines. Cette modification de protéines est
considérée comme un indicateur du dommage oxydatif sévére et de la dysfonction de
protéines et est associée aux maladies (Dalle-Donne et al., 2006). Ces dérivés carbonylés
de protéines sont des produits directs de la réaction de ROS/RNS avec les protéines,
mais ils peuvent étre secondairement formés par les réactions avec leurs produits
protéiques primaires ou les sucres (Stadtman and Levine, 2003). Les groupes carbonyles
peuvent étre introduits par plusieurs voies. Les ROS réagissent directement avec les
résidus d’acides aminés de protéines, par exemple les résidus lysine, arginine, proline et
thréonine. Le semialdéhyde glutamique, un produit d’oxydation de I’arginine et de la
proline, et le semialdéhyde aminoadipique, un produit d’oxydation de la lysine sont les
deux produits principaux de I’oxydation de protéines catalysée par les métaux (Figure
16). Ces réactions directes sont les voies principales dans la formation de protéines
carbonylées (Requena et al., 2001).

La carbonylation a été proposée comme un signal assurant que les protéines
endommagées entrent dans la voie de dégradation plutot que dans la voie de réparation.
En effet, la modification carbonylée de protéines est un processus irréversible et les
cellules ne sont pas capables de réparer ces modifications (Nystrom, 2005). Etant donné
que l’introduction de groupes carbonyles aux protéines altére la conformation des
chaines peptidiques, cela rend ces protéines inactives (Dalle-Donne et al., 2006).

Il est proposé que la carbonylation de protéines soit un événement précoce et
qu’elle joue un role dans la progression de la maladie. Les protéines carbonylées
modérément conduisent a la dégradation de protéines par le protéasome, tandis que les
agrégats protéiques dus a la carbonylation provoque I’inactivation de protéines (Dalle-

Donne et al., 2006).
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Figure 16. Carbonylation des résidus d’acides aminés des protéines

Les produits de I’oxydation directe du résidu (R) de certains acides aminés sont
démontrés. Le semialdéhyde glutamique est le produit de la proline; le semialdéhyde
aminoadipique est le produit de I’oxydation de la lysine (image importée et modifi¢e de
Dalle-Donne et al. (2006)).

Glutathionylation (GSH)

Le glutathion est un tripeptide composé du glutamate, de cystéine et de glycine.
Le glutathion est caractérisé par son effet antioxydant contre les ROS/RNS (Pompella et
al., 2003), ce qui permet de maintenir 1’équilibre redox des thiols, particulierement dans
le SNC (Aoyama et al., 2008). La fonction antitoxique de GSH est réalisée par la
réaction de conjugaison médiée par les glutathion-S-transférases et la famille des GSH-
peroxydases, ou GSH joue le role de cofacteur. Le systéme de peroxydase de GSH est le
mécanisme de défense le plus important contre H,O, et d’autres peroxydes
(hydroperoxyde lipidique). La forme oxydée de GSH, le GSSG, est un biomarqueur dans
la mesure du stress oxydatif.

La glutathionylation est la formation d’un pont disulfure entre le résidu cystéine
du GSH et une cystéine présente dans une protéine (Figure 17). Plusieurs mécanismes

sont proposés afin d’expliquer la production de la glutathionylation de protéines
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(Figure 18). Ce processus est un changement physiologique et réversible qui régule la
balance du thiol et du redox. Cependant, I’augmentation de la glutathionylation de
protéines est déja considérée comme un biomarqueur de maladies associées avec le
stress oxydatif (Giustarini et al., 2004; Nobili et al., 2005). Cette modification post-
traductionnelle affecte la fonction de protéines, par exemple les protéines impliquées
dans le cancer, 1’apoptose et la capacité de la liaison a ’ADN (Pompella et al., 2003;
Townsend et al., 2009).

La modulation de 1’état du résidu cystéine sur les enzymes, les récepteurs, les
transporteurs et les facteurs de transcription est reconnue comme un mécanisme
important de la transduction du signal et une conséquence important du stress oxydatif.
Certaines ¢études ont rapporté qu’une inactivation des protéines induite par la
glutathionylation, tandis que d’autres ont au contraire démontré que la glutathionylation
provoque une activation d’enzymes telles que le complexe II de la mitochondrie (Chen
et al., 2007; Mieyal et al., 2008), ’enzyme responsable de la production de O,". Ceci
indique que les ROS/RNS pourraient servir de message secondaire en modifiant le statut

de glutathionylation de protéines, résultat de diverses stimulations pathologiques.
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Figure 17. Glutathionylation de protéines

La formation d’un pont disulfure entre le résidu cystéine dans deux GSH. Ainsi, la
glutathionylation de protéines est produite par une formation d’un pont disulfure entre le
résidu cystéine du GSH et celui d’une protéine (image importée et modifiée de Dalle-

Donne et al. (2006)).

Protein-SH

o

exchange

GSH

Protein-SOH
Protein-SH
2) —

surrenic
acid

H,0

__Gssg GSH
thiol-disulfide

GSOH

Protein-SSG

GSH

Protein-s

; N
C=0

sulfenyl-~ Protein-S+

amide

@)

+
GS+ Protein-S*

NO~
Protein-SH
NO~

GSNO

GSH

Protein-SNO,/
©)

Protein-SSG+ S-nitrosyl

Protein-SOS-Protein

GSH Protein-SH

®)

SR thio‘suffmale

GS*

@ thiyl radical

Figure 18. Mécanismes de la glutathionylation de protéines

Les mécanismes potentiels de la glutathionylation de protéines se font via 1’échange
thiol avec le disulfure (1); via 1’acide sulfénique (2); via I’amide sulfényl (3); via le
radical thiyl (4), via le thiosulfinate (5) et via le radical S-nitrosyl (6) (image importée et
modifiée de Mieyal et al. (2008)).
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S-nitrosylation du résidu cystéine

L’oxyde nitrique (NO) est produit par les NO synthétases (NOS). Le NO réagit
avec O," pour former le peroxynitrite (ONOQO"), qui produit secondairement d’autre
RNS tel 'NO, (Figure 19). Il existe trois formes de NOS dans le cerveau dont la NOS
neuronale (nNOS), la NOS inductible (iNOS) et la NOS endothéliale (eNOS). En
général, tous les neurones expriment nNOS, mais certains neurones expriment aussi
iINOS (Moro et al., 1998). Les trois NOS sont exprimées par les astrocytes (Kugler and
Drenckhahn, 1996; Murphy et al., 1993).

NO et ONOO® endommagent la chaine respiratoire de la mitochondrie (Stewart
and Heales, 2003). Pacher et al. (2007) ont démontré que le NO induit la mort neuronale
et est impliqué dans la maladie d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique, les
maladies de Parkinson et de Huntington.

Les RNS modifient également les protéines, les lipides et I’ADN, conduisant a
une dysfonction de ces composants cellulaires (Yeo et al., 2008). La nitration du résidu
tyrosine et la S-nitrosylation du résidu cystéine sont les deux modifications principales
des protéines par les RNS sous conditions pathologiques. La nitration de protéines induit
un repliement erroné de protéine, ce qui forme des agrégats protéiques et une
dysfonction de ces protéines (Nakamura and Lipton, 2009). La modification a la hausse
ou a la baisse du S-nitrosothiol, permet de prédire une altération cellulaire (Foster et al.,

2003).
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Figure 19. Mécanismes de la production de RNS

Le peroxynitrite (ONOQ") est formé par la réaction du NO avec O,”. ONOO' peut étre
réduit par la peroxydase en ONOOH, qui se décompose en 'NO, (1). Ce dernier peut étre
généré par d’autres réactions (2 et 3). Les autres RNS (NO’,) et ROS (‘OH) sont aussi
formés au cours de ces réactions (image importée et modifiée de Yeo et al. (2008)).

La S-nitrosylation du résidu cystéine est un mécanisme primordial afin de
maintenir 1’équilibre du redox, signifiant qu’un rapport sain entre les oxydants et les
réducteurs. Cependant, des études récentes suggerent que ce processus est important
dans la survie neuronale et contribue de manicre substantielle au développement de
divers troubles neurodégénératifs (Chung, 2006-2007). De plus, 1’attaque de protéines

par les RNS a été décrite dans plusieurs maladies neurologiques (Pacher et al., 2007).

Hyperammoniémie et stress oxydatif/nitrosatif dans ’EH

Le mécanisme moléculaire de la neurotoxicité de I’ammoniaque n’est pas défini,
or plusieurs mécanismes ont été proposés dont le stress oxydatif/nitrosatif (Norenberg et

al., 2004).
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Les études in vitro ont montré une induction de stress oxydatif dans les astrocytes
traités avec 5 mM d'ammoniaque (Norenberg et al., 2007; Warskulat et al., 2002). Dans
les modeles animaux avec insuffisance hépatique aigué€, un stress oxydatif induit par
I’ammoniaque a également été observé (Reddy et al.,, 2004; Sathyasaikumar et al.,
2007). L'intoxication aigué a des concentrations élevées d'ammoniaque, 12 mmol/kg
(intrapéritonéalement) ou 60 mM (intrastriatalement) chez le rat a ét¢é montré comme
générant des radicaux libres (Hilgier et al., 2003; Kosenko et al., 2003).

L’oxyde nitrique (NO) est aussi un composant de radicaux libres impliqués dans
I’EH. Dans les études in vitro, Schliess et al. (2002) ont montré une expression de NOS
inductible dans les astrocytes exposés a 5 mM d’ammoniaque. Dans le cas des études
avec les animaux, une ¢élévation de 1’activité et de I’expression de NOS a été constatée
dans les modeles de PCA (Rao et al., 1995; Rao et al., 1997; Suérez et al., 2009). De
plus, I’inhibiteur de NOS a permis une atténuation de la neurotoxicité de ’ammoniaque
(Kosenko et al., 1995). Les modifications de protéines dues a RNS, par exemple, un
niveau ¢levé de la nitrotyrosine de protéines cérébrales ont €té observées chez les rats
avec PCA (Schliess et al., 2002; Suarez et al., 2009).

En résumé, I’hyperammoniémie associée au stress oxydatif/nitrosatif a été
observée dans les études de I’EH aigué, soit dans les modeles animaux de I’insuffisance
hépatique aigué, soit dans les astrocytes primaires exposés a une concentration élevée
(5 mM) d’ammoniaque. Cependant le stress oxydatif/nitrosatif induit par

I’hyperammoniémie modérée dans I’EH chronique ou minimale n’est pas défini.
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4. BUT DU PROJET

Il est connu que I’hyperammoniémie est impliquée dans I’EH et que la toxicité
aigu€ de I’ammoniaque (in vivo et in vitro) induit le stress oxydatif/nitrosatif. Toutefois,
comme la relation entre I’hyperammoniémie chronique et le stress oxydatif/nitrosatif est
inconnue, un but de ce projet est d’évaluer si I’hyperammoniémie chronique in vivo,
induit le stress oxydatif/nitrosatif. Pour répondre a cette question, deux modéles de I’EH
chronique/minimale ont été choisis (A) le BDL, (type C [Cirrhose]), caractérisé par la
cirrhose de foie, I’hyperammoniémie, I’hypertension portale, les collatérales
portosystémiques, ’ascite et la jaunisse et (B) le PCA, (type B [By-pass]), sans cirrhose
du foie mais caractérisé par une dérivation portosystémique de 100% du sang et par une
hyperammoniémie. Comme il est suggéré que la cirrhose du foie puisse induire le stress
oxydatif (Sokol et al., 2006), ces deux modeles permettront d’identifier le role de
’ammoniaque, que ce soit en présence ou en absence de cirrhose hépatique. Etant donné
que I’ammoniaque est élevée dans le sang et le cerveau, le stress oxydatif/nitrosatif sera
aussi évalué dans le sang et le cerveau.

En outre, récemment notre laboratoire a découvert la présence d’cedéme cérébral
chez les rats avec BDL, un résultat qui n’a pas été trouvé chez les rats avec PCA. Ces
résultats nous suggerent que des facteurs autres que I’ammoniaque soient impliqués dans
I’cedéme cérébral. Ainsi, un autre but de ce projet est de déterminer la présence du stress
oxydatif/nitrosatif systémique et central dans les 2 modeles de ’EHM. Comme le PCA
et le BDL sont tous deux hyperammoniémiques mais que seul le BDL présente 1’cedéme,
cela nous permettra d’éclaircir la relation entre 1’ammoniaque, le stress oxydatif et
I’cedéme cérébral (Figure 20).

En utilisant plusieurs marqueurs de stress oxydatif/nitrosatif, nous avons mesuré
les modifications oxydatives des protéines dans le plasma artériel et le cortex frontal des
rats avec ces deux modeles. En plus, la quantité de ROS dans le plasma et dans le liquide

céphalo-rachidien (LCR) a été mesurée.
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Figure 20. Buts du projet

En utilisant 2 modéles animaux d’hyperammoniémie chronique et I’EHM, les buts du

projet sont :

1. Evaluer la relation entre I’hyperammoniémie et le stress oxydatif/nitrosatif systémique

2. Evaluer la relation entre I’augmentation d’ammoniaque dans le cerveau et le stress
oxydatif/nitrosatif central

3. Déterminer le rdle du stress oxydatif/nitrosatif dans la pathogénése de 1’cedéeme
cérébral



MATERIELS ET METHODES

1. Modéles animaux
2. Mesure de ’ammoniaque, la fonction du foie et ROS

3. Evaluation du stress oxydatif/nitrosatif
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1. MODELES ANIMAUX

PCA

Les rats males Sprague-Dawley (250-275 g) ont subi une PCA (type B de I’EH)
selon Lee and Fisher (1961). La laparotomie a été effectuée, et les veines porte et cave
inférieure ont été isolées. Une ligature et un découpage de la veine porte ont été réalisés,
tandis que la veine cave inférieure a €té pincée et qu’une portion elliptique de 1,5 fois la
taille de la veine porte a été¢ enlevée. La PCA a été effectuée sous microscope en moins
de 15 min. Des rats de méme sexe et age ont subi une opération PCA-sham ou la veine
porte et la veine cave inférieure ont été bloquées pendant 15 min sans réaliser la PCA.

Tous les rats ont été sacrifiés par décapitation quatre semaines apres I’ intervention.

BDL

Le modele de BDL a été effectué par la ligature de la voie biliaire, un modéle de
type C (cirrhose) de I’EH. Les rats males Sprague-Dawley (250-275 g) ont été utilisés
pour induire la cirrhose. La voie biliaire commune a été ligaturée par ligation double.
Avant la ligature, la formaline (1 pl/mg) a été injectée dans le cholédoque afin
d'empécher la dilatation de la voie biliaire ligaturée. Le groupe contréle se composait de
cinq rats de méme sexe et de méme age subissant une opération BDL-sham, réalisée par
isolation de la voie biliaire commune, sans injection de la formaline, ni la ligature (Rose

et al., 1999). Ces rats ont été sacrifiés six semaines apres 1’intervention.
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Prélévement des échantillons

Le LCR a été prélevé par un cathéter dans la cisterna magna. Les rats ont été
anesthésiés avec I’isoflurane et le crane a été isolé dans un appareil de stéréotaxie. Une
incision a été effectuée a ’arriere du crane et 1’os occipital a été exposé. Un cément
dentaire a été utilis€¢ pour faire un trou sur la ligne médiane sagittale rostrale a la suture
interpariétale-occipitale. Un cathéter (tubes PE 10) a été inséré dans la grande citerne a
travers la dure-mere. Un tube de silastic a €té attaché au cathéter et a une aiguille 22G Y5
reliée a une seringue. Le LCR a été prélevé et congelé immédiatement dans I’isopentane
a -80°C.

Le plasma artériel et le cerveau ont par la suite été collectés et conservés

immédiatement a -80°C.

Les expériences ont été menées en suivant les directives du Conseil Canadien de
protection des animaux et ont été approuvées par le Comité Institutionnel de Protection

des Animaux du centre de recherche du CRCHUM.
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2. MESURE DE I’ AMMONIAQUE, DE LA FONCTION
HEPATIQUE ET DE ROS

Ammoniaque

La concentration de I’ammoniaque a ét¢ mesurée dans le plasma et le LCR en
utilisant une trousse commerciale (Sigma, St. Louis, MO). L’évaluation de Ia
concentration de ’ammoniaque est basée sur une réaction avec l'a-cétoglutarate et le
nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) réduit en présence du glutamate
déshydrogénase. La concentration d’ammoniaque est fonction de 1’oxydation du
NADPH et le taux de cette oxydation a été enregistré par une diminution de

I’absorbance a 340 nm.

Enzymes de la fonction du foie

Le plasma collecté a été¢ envoyé au département de biochimie afin de mesurer les
indicateurs de la fonction du foie, les aminotransférases de I’alanine (ALT) et de

I’aspartate (AST).

Quantification de ROS

L’oxydation du diacétate de dichlorofluorescéine (DCFDA; Invitrogen, Carlsbad,
CA) en dichlorofluorescéine (DCF) a été utilisée pour quantifier le niveau de ROS
(majoritairement pour 1’hydroxyle et le peroxynitrite). Le DCFDA est chimiquement
oxydé¢ en DCF, qui est non-fluorescente. En présence de ROS, la DCF devient
fluorescente et la fluorescence émise est directement proportionnelle a la concentration
de ROS.

Le DCFDA (100 pM) a été incubé pendant 30 min avec le chlorhydrate
d'hydroxylamine (40 mM) dans l'obscurité afin de former la DCF. Aprés 1’incubation de



41

DCF avec le plasma artériel et le LCR, la variation de la fluorescence (Biotek,
Winooski, USA) a été enregistrée pendant 10 min aux longueurs d’onde d’excitation et

d’émission de 485 nm et 520 nm.
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3. EVALUATION DU STRESS OXYDATIF/NITROSATIF

Préparation du tissu cérébral

Le cortex frontal a ét¢é homogénéisé (PCA ou BDL ou leurs sham-controles
respectifs) dans un tampon froid (50 mM Tris pH 7.5, | mM EDTA, 1/500 d’un cocktail
d'inhibiteurs de protéase, [Sigma]). Les homogénats ont été centrifugés pendant 40 min a
13,000g a 4°C. La concentration de protéines du surnageant cytosolique a été déterminée

selon la méthode de Lowry et al. (1951).

Peroxydation de lipides

MDA, un marqueur de la peroxydation lipidique a ét¢ mesuré dans le plasma
artériel par le TBARS Assay Kit (Cayman chemical Company, Ann Harbor, USA) ou
dans les protéines du cortex frontal par le LPO-586""

Beverly Hills, USA).

assay kit (Oxis International,

Le dosage des TBARS est bas¢ sur la réaction du MDA avec 1’agent
chromogene, 1'acide thiobarbiturique (TBA), sous conditions de haute température et
d'acidité. Le complexe MDA-TBA formé a été mesuré par colorimétrie. Les échantillons
du plasma ou du standard ont été¢ ajoutés a la solution de TBA, d’acide acétique et
d’hydroxyde de sodium. Le mélange réactionnel a été incubé pendant 1 h a 100°C.
Apres l'incubation, les échantillons ou les standards ont été refroidis sur la glace pendant
10 min afin d’arréter la réaction, puis ont été centrifugés pendant 10 min a 1600g a 4°C.
Les échantillons ou les standards ont reposés durant 30 min a la température de la piece
avant que 'absorbance du surnageant soit mesurée a 532 nm.

La trousse LPO-586 est basée sur la réaction d'un réactif chromogene, le N-
méthyl-2-phénylindole (NMPI) avec le MDA. Briévement, aprés avoir isolé le cortex
frontal du cerveau des rats (8 mg), I'nomogénat du tissu a été préparé dans du tampon

Tris froid (20 mM, pH 7.4), additionné de butylhydroxytoluéne dans l'acétonitrile
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(0,5 M) afin de prévenir l'oxydation des échantillons lors de 1'homogénéisation. Les
homogénats ont été centrifugés a 3000g a 4°C pour 10 min et la concentration des
protéines cytosoliques (surnageant) a ét¢ quantifiée par la méthode de Lowry et al.
(1951). La solution de N-méthyl-2-phénylindole a ét¢ ajoutée dans 1’échantillon, suivi de
I’addition d’acide chlorhydrique (12 N). La réaction a été effectuée a 45°C pendant 1 h,
les échantillons ont ensuite été centrifugés a 15,000g pendant 10 min. L’absorbance du
surnageant a ét¢ mesurée a 586 nm. La courbe standard de MDA a été établie en utilisant

le 1,1,3,3-tétraméthoxypropane.

Détection de HNE, de glutathionylation et de S-nitrosylation par
immunobuvardage de type Western

Les échantillons contenant 75 pg de protéines cytosoliques du cortex frontal ou
50 pg de protéines plasmatiques ont été séparés par électrophorése sur gel de
polyacrylamide (8%) en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE), puis
transférés aux membranes de difluorure de polyvinylidéne (PVDF) a 25 Volts pendant
16 h a 4°C. Ensuite, les sites non-spécifiques des membranes ont été bloqués avec 5% de
lait écrémé dans du tampon de TBS-T (1 mM Tris, 10 mM NaCl et 0,5% de Tween-20)
pendant 1 h a la température ambiante. Par la suite, les membranes ont été¢ incubées
durant 16 h a 4°C avec les anticorps primaires, anti-HNE (1:500, polyclonal de chévre,
Academy Bio-Medical, Houston, USA) pour les protéines plasmatiques; anti-HNE (pour
les protéines cérébrales) (1:1000, polyclonal de lapin, Calbiochem, San Diego, USA);
I’anti-glutathion (1:1000, monoclonal de souris, Vitrogen, Watertown, USA) et 1’anti-S-
nitrosylation du résidu cystéine (1:4000, anti-sérum de lapin, Sigma, Saint Louis, USA),
tous dilués dans la solution de blocage. Aprés 3 lavages de 5 min avec du tampon
TBS-T, les membranes ont été incubées avec le tampon du blocage contenant les
anticorps secondaires correspondants, couplés a la peroxydase (HRP) pendant 1 h a une
dilution de 1:10,000 (IgG, anti-lapin, Biosource, Camarillo, USA ; IgG, anti-souris,

Perkin, Boston, USA). A 1a fin de ’incubation, les membranes ont été lavées 3 fois avec
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du tampon TBS-T pendant 5 min chaque fois. La détection de I’immunoréactivité a été
effectuée par incubation avec le substrat de chimioluminescence (GE Healthcare,
Piscataway, USA) et une exposition sur des films a rayons-X (UXR, Dorval, Canada).
Le dosage de B-actine (1:200,000, monoclonal de souris, Sigma) provenant de mémes
échantillons de lysats cérébraux a été utilisé comme contrdle de normalisation des

protéines cérébrales.

4

Evaluation de groupes carbonyles dans les chaines latérales de
protéines

Le groupe carbonyl dans les chaines latérales de protéines a été¢ évalué par une
trousse commerciale (Oxy Blot™ Protein Oxidation Detection Kit, Millipore, Billerica,
USA). Les échantillons de protéines plasmatiques ou du cortex frontal (20 pg) ont été
mélangés avec 12% SDS. La dérivation a ¢été réalisée par 1’ajout de 2.4-
dinitrophénylhydrazine (DNPH) pendant 15 min. Les réactions ont été arrétées par
I’ajout d’une solution de neutralisation. Les dérivés de DNP de protéines ont ensuite été
séparés par SDS-PAGE, et suivi de I’'immunobuvardage de type Western en utilisant

I’anti-DNP (1:300) et I’anti-IgG de lapin couplé a HRP (1:300).

Analyse statistique

Les données ont été exprimées sous forme de moyenne + €cart-type a la moyenne
(S.E.M.). L’importance de la différence a été évaluée avec le test de Student en utilisant
GraphPad Prism 4 (La Jolla, CA). Les valeurs de probabilit¢ p < 0,05 étaient

considérées comme statistiquement significatives.



RESULTATS

1. Hyperammoniémie dans les rats avec PCA et BDL

2. Stress oxydatif/nitrosatif dans les rats avec PCA et BDL
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1. HYPERAMMONIEMIE DANS LES RATS AVEC PCA
ET BDL

Ammoniaque

L’hyperammoniémie est un facteur central dans la pathogénése de I’EH
(Butterworth et al., 2009). L’hyperammoniémie, 1’augmentation anormale du niveau de
I’ammoniaque dans le sang, induit par conséquent un accroissement de I’ammoniaque
dans le cerveau (Lockwood, 2004). Les mode¢les animaux d’insuffisance hépatique aigué
présentent une hyperammoniémie élevée, avec une concentration de 1,5 mM et 710 uM
dans le plasma et le cerveau respectivement (Reddy et al., 2004; Sathyasaikumar et al.,
2007). La concentration de ’ammoniaque a ét¢ mesurée dans le plasma et le liquide
céphalo-rachidien (LCR) dans la présente étude afin de déterminer la présence de
I’hyperammoniémie et du niveau d’ammoniaque dans le cerveau chez les deux modéles
de ’EH chronique, les rats de quatre semaines avec PCA représentant le type B de ’EH
et les rats de six semaines avec BDL représentant le type C (cirrhose) de I’EH.

Une trousse commerciale a permis la réalisation de la mesure d’ammoniaque
dans le plasma et le LCR. La Figure 21 montre le niveau de I’ammoniaque dans le

plasma et le LCR chez les rats avec PCA et BDL.

Dans le plasma

La concentration d’ammoniaque plasmatique était significativement plus élevée
(1,7 fois) dans les rats avec PCA que dans les rats avec PCA sham-contrdles
(142,3 uM £ 12,0 vs 83,7 uM =+ 5,4 respectivement, p < 0,05). Dans les rats avec BDL,
une concentration ¢levée d’ammoniaque a été notée dans le plasma artériel (3,0 fois) par
rapport aux rats avec BDL sham-contrdles (129,1 uM + 14,8 vs 42,5 uM £+ 9.9

respectivement, p< 0,01).
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Dans le LCR

Dans le liquide céphalo-rachidien (LCR), I’ammoniaque était significativement
augmentée (6,1 fois) dans les rats avec PCA versus les rats avec PCA sham-controles
(135,1 uM + 22,9 vs 22,0 uM =+ 8,2 respectivement, p < 0,01). L’ammoniaque du LCR
s’¢levait de 5,2 fois dans les rats avec BDL comparativement aux rats avec BDL sham-

controles (147,4 uM £ 38,3 vs 27,9 uM = 4,5 respectivement, p < 0,05).
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Figure 21. Niveau d’ammoniaque dans le plasma artériel (A) et le LCR (B) chez les
rats avec PCA et BDL.

Une augmentation significative d’ammoniaque dans le plasma, ainsi que dans le LCR a
¢été montrée chez les rats avec PCA ou avec BDL (en noir) comparativement aux rats
avec sham-contrdles respectifs (en blanc). Les valeurs ont été exprimées par les
moyennes £ SEM. (N = 5). *p < 0,05; **p < 0,01, comparé a leurs sham-controles
respectifs.
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Fonction hépatique

AST et ALT

L’activité de deux enzymes du foie, les aminotransférases de I’aspartate (AST),
de I’alanine (ALT) a été mesurée dans le plasma afin de caractériser la fonction du foie
chez les rats avec PCA et BDL (Tableau III). Dans le cas des rats avec PCA, une
augmentation significative de I’AST comparativement aux rats sham-contrdles a été
démontrée (1,2 fois). Cependant, pour I’ALT, aucune différence significative n’a été
constatée entre les rats avec PCA et les rats avec PCA sham-contrdles. Chez les rats
avec BDL, I’AST et ’ALT ont été notées comme ¢étant significativement augmentées
dans les rats avec BDL versus les rats avec BDL sham-contrdles (5,3 et 1,6 fois

respectivement).

Tableau III. Indicateurs de la fonction du foie

PCA-sham PCA BDL-sham BDL
AST (U/L) 68,0 +£4,7 83,8 +£2,6* 65,5+43 354,8 £ 75,7**
ALT (U/L) 46,0 £2,4 53,5+2,6 445+39 72,3 + 8,6*

Les valeurs ont été exprimées par les moyennes £ S.EIM. (N = 5). AST, ALT : les
aminotransférases de 1’aspartate et de 1’alanine. *p < 0,05; **p < 0,01, comparé a leurs
sham-contrdles respectifs.
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2. STRESS OXYDATIF/NITROSATIF DANS LES RATS
AVEC PCA ET BDL

OS

Le mécanisme de la neurotoxicit¢ de I’ammoniaque n’est pas complétement
compris, mais le stress oxydatif induit par ’hyperammoniémie a été proposé d’étre
impliqué dans la pathogénese de ’EH (Norenberg et al., 2004). Plusieurs parametres du
stress oxydatif/nitrosatif ont été¢ évalués dans la présente étude afin de déterminer les
modifications de protéines dues au stress oxydatif/nitrosatif chez les rats avec PCA et

BDL, deux modéles de I’EH chronique.

Dans le plasma

Vu qu’une production excessive de ROS endommage les composants cellulaires
incluant les membranes, les protéines, les lipides et ’ADN (Valko et al., 2007), le
niveau total de ROS dans le plasma artériel et le LCR a ét¢ mesuré chez les rats avec
PCA et BDL. Le DCFDA permet la quantification non-spécifique des ROS, toutefois
I’hydroxyle et le peroxynitrite sont les formes qui sont majoritairement détectées
(Setsukinai et al., 2003). La Figure 22A montre un niveau similaire de ROS plasmatique
entre les rats avec PCA et les rats avec PCA sham-contrdles (1,47 RFU + 0,07 vs 1,46
RFU = 0,24 respectivement). Au contraire, une augmentation significative de ROS (5,3
fois) a été constatée dans le plasma artériel des rats avec BDL comparativement aux rats

avec BDL sham-controles (19,1 RFU + 3,6 vs 4,1 RFU =+ 0,2 respectivement, p < 0,01).

Dans le LCR

Le niveau de ROS dans le LCR est montré par la Figure 22B ou aucune
différence significative de ROS n’a été observée entre les rats avec PCA et les rats avec
PCA sham-controles (38,3 RFU + 9,4 vs 27,7 RFU + 8,7 respectivement). Une absence

de différence dans le niveau des ROS dans le LCR a aussi été notée entre les rats avec
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BDL et les rats avec BDL sham-controles (25,9 RFU + 8,2 vs 27,6 RFU + 7,2

respectivement).
(A) Plasma
25+
20+
g 10
&
5-
i ——
PCA-sham PCA BDL-sham BDL
(B) LCR
50+
404
g 30
g 20
&
10+
0

PCA-sham PCA BDL-sham

Figure 22. Niveau de ROS dans le plasma artériel (A) et le LCR (B) chez les rats
avec PCA et BDL.

Une augmentation significative de ROS (RFU: Relative fluorescence unit) a été montrée
dans le plasma des rats avec BDL comparativement aux rats avec BDL sham-controles.
Aucun changement de ROS n’a été découvert dans le plasma, ni le LCR dans les rats
avec PCA versus les rats avec PCA sham-controles. Les valeurs ont été exprimées par
les moyennes = S.E.M. (N =5). **p < 0,01, comparé a BDL sham-controles.
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Peroxydation de lipides

HNE et MDA sont deux marqueurs de la peroxydation lipidique qui sont
caractérisés par leur groupe aldéhydique. Ceux-ci possedent une forte réactivité avec les
résidus d’acides aminés des protéines, résultant en des dérivés de HNE ou MDA. Ces
dérivés, par D’interaction aux chaines latérales de protéines, générent par la suite des
complexes protéine-protéine, ce qui influence la fonction des protéines (Stadtman,
2006). Le niveau de la peroxydation lipidique a été évalué dans le plasma artériel et dans
le cortex frontal afin de déterminer la présence d’un stress oxydatif chez les rats de nos

deux modéles.

Dérivés de HNE

A T’aide de la technique d’immunobuvardage de type Western, les dérivés de

HNE ont été évalués dans les protéines plasmatiques et cérébrales (Figure 23 et 24).

Dans les protéines plasmatiques

Un niveau similaire de dérivés de HNE entre les rats avec PCA et les rats avec
PCA sham-controles a été observé dans les protéines plasmatiques. Dans le cas de rats
avec BDL, aucune différence significative de dérivés de HNE dans les protéines

plasmatiques n’a été notée entre ces deux groupes de rats.

Dans les protéines cérébrales (cortex frontal)

La Figure 24 montre les dérivés de HNE dans les protéines cérébrales ou un
niveau similaire de ces dérivés a été observe entre les rats avec PCA et les rats avec PCA
sham-contrdles. Dans les groupes de rats avec BDL, le niveau de dérivés de HNE dans
les protéines du cortex frontal a aussi été noté sans changement significatif entre les rats

avec BDL et les rats avec BDL sham-contrdles.
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(A) Protéines plasmatiques
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Figure 23. Immunobuvardage de dérivés de HNE dans les protéines du plasma
artériel chez les rats avec PCA et BDL.

(A) : Les lysats du plasma artériel (50 pg) provenant de groupes de PCA (gauche) ou de
BDL (droite) étaient analysés par immunobuvardage avec I’anti-HNE. Les marqueurs de
masses moléculaires (kDa) sont indiqués sur le coté gauche de la figure. (B): La
quantification de bandes (180 kDa, 150 kDa et 65 kDa) chez les rats avec PCA ou BDL
n’a montré aucune différence dans le niveau de dérivés de HNE entre les rats avec PCA
ou BDL (en noir) et les rats avec PCA ou BDL sham-contrdles (en blanc). Les valeurs
ont été exprimées par les moyennes = S.E.M. (N =5).
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(A) Protéines cérébrales
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Figure 24. Immunobuvardage de dérivés de HNE dans les protéines du cortex
frontal chez les rats avec PCA et BDL.

(A) : Les lysats du cortex frontal (75 pg) provenant de groupes de PCA (gauche) ou de
BDL (droite) étaient analysés par immunobuvardage avec I’anti-HNE. La protéine
controle du cortex frontal, B-actine est en bas de dérivés de HNE dans les protéines
cérébrales. Les marqueurs de masses moléculaires (kDa) sont indiqués sur le coté
gauche de la figure. (B) : La quantification de bandes (150 kDa, 48 kDa et 45 kDa) chez
les rats avec PCA ou BDL n’a démontré aucun changement dans le niveau de dérivés de
HNE entre les rats avec PCA ou BDL (en noir) et les rats avec PCA ou BDL sham-
controles (en blanc). Les valeurs ont été normalisées avec celles de B-actine, qui sont les
moyennes = S.E.M. (N = 5).
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MDA

MDA, un autre marqueur de la peroxydation de lipides, est aussi largement
utilisé pour évaluer le stress oxydatif. Dans la présente étude, la concentration de MDA
libre dans le plasma et son niveau sur les protéines cérébrales ont ét¢ mesurés par des

trousses commerciales.

Dans le plasma

La Figure 25A montre le niveau de MDA dans le plasma, ou aucun changement
significatif de MDA n’a été noté entre les rats avec PCA et les rats avec PCA sham-
controles (11,7 uM = 1,4 vs 8,1 uM = 1,0 respectivement). Au contraire, il a été constaté
une augmentation significative de MDA dans le plasma des rats avec BDL par rapport
aux rats avec BDL sham-contrdles (p < 0,001). Ainsi, la concentration de MDA dans le
plasma des rats avec BDL était 3,5 fois plus élevée que celle des rats avec BDL sham-

controles (35,6 uM £+ 4,7 vs 10,2 uM = 0,6 respectivement).

Dans les protéines cérébrales

En ce qui concerne MDA dans les protéines cérébrales, aucun changement
significatif n’a été démontré entre les rats avec PCA et les rats avec PCA sham-controles
(1,7 uM = 0,2 vs 2,4 uM =+ 0,1 respectivement) (Figure 25B). Le méme résultat a été
obtenu chez les rats avec BDL, ou un niveau similaire de MDA dans les protéines
cérébrales était noté entre les deux groupes de rats (6,4 uM = 0,3 vs 5,8 uM + 0,4

respectivement).
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(A) Plasma
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(B) Protéines cérébrales
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Figure 25. Niveau de MDA dans le plasma artériel (A) et dans les protéines du
cortex frontal (B) chez les rats avec PCA et BDL. Une augmentation significative de
MDA dans le plasma a été¢ démontrée dans les rats avec BDL (en noir) comparativement
aux rats avec BDL sham-controles (en blanc). Aucune différence significative entre les
deux groupes de rats avec PCA n’a par contre ¢té découverte. Les valeurs ont été
exprimées par les moyennes + S.EIM. (N = 5). ***p < 0,001, comparé¢ a BDL sham-
contrdles.
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Carbonylation de protéines

Un autre marqueur du stress oxydatif, la carbonylation de protéines, a aussi été
évalué. La carbonylation de protéines (ajout d’un groupe carbonyle, C=0) est une
modification post-traductionnelle, oxydative et irréversible, qui conduit a une
dégradation ou une inactivation des protéines (Levine, 2002; Nystrom, 2005). En outre,
I’analyse biochimique a révélé que les groupes carbonyles introduits dans les chaines
latérales de certains acides aminés pouvaient déclencher les étapes initiales de la
dégradation de protéines (Levine, 1983; Levine, 2002). Dans la présente étude, les
groupes carbonyles dans les chaines latérales de protéines ont été évalués a I’aide de

I’immunobuvardage aprés dérivation par le DNPH.

Dans les protéines plasmatiques

La Figure 26 A montre les dérivés de groupes carbonyles dans les protéines chez
les rats avec PCA ou chez les rats avec BDL dans les protéines plasmatiques. Un niveau
similaire de la carbonylation de protéines plasmatiques a été observé entre les rats avec
PCA et les rats avec PCA sham-controles. Le méme résultat a été constaté chez les rats

avec BDL.

Dans les protéines cérébrales

En ce qui concerne le statut de la carbonylation de protéines dans le cerveau, un
niveau similaire de dérivés de groupes carbonyles a été observé entre les rats avec PCA
et les rats avec PCA sham-contrdles, ainsi qu’entre les rats avec BDL et les rats avec

BDL sham-controles (Figure 26B) (quantification non-montrée).
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Figure 26. Immunobuvardage de la carbonylation de protéines du plasma artériel
(A) et du cortex frontal (B) chez les rats avec PCA et BDL

L’évaluation du niveau de la carbonylation dans les chaines latérales de protéines a été
réalisée par la détection de dérivés de DNPH a I’aide de I'immunobuvardage avec I’anti-
DNPH. La protéine controle du cortex frontal, B-actine est en bas des dérivés de groupes
carbonyles dans les protéines cérébrales. Les marqueurs de masses moléculaires (kDa)
sont indiqués sur le coté gauche de la figure.
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Glutathionylation de protéines

La glutathionylation de protéines est une modification post-traductionnelle qui se
caractérise par I’ajout d’un tripeptide glutathion (GSH). La conséquence de cette
modification est une formation d’un pont disulfure entre les protéines et GSH. La
glutathionylation de protéines permet de réguler la balance du redox du thiol. Bien que
la glutathionylation soit physiologique et réversible, 1’augmentation de la
glutathionylation affecte la fonction de nombreuses protéines impliquées dans plusieurs
maladies neurodégénératives (Di Domenico et al., 2009; Sharma et al., 2008). La
glutathionylation est donc devenue un marqueur important du stress oxydatif ces

derniéres années.

Dans les protéines plasmatiques

Le niveau de la glutathionylation de protéines a été évalué par immunobuvardage
en détectant les dérivés de GSH dans les protéines plasmatiques (Figure 27) et cérébrales
(Figure 28). Un niveau similaire de dérivés de GSH dans les protéines plasmatiques a été
constaté entre les rats avec PCA et les rats avec PCA sham-contrdles. Pourtant, une
augmentation significative de dérivés de GSH a été observée dans les protéines
plasmatiques des rats avec BDL comparativement aux rats avec BDL sham-contrdles.
La quantification des bandes a démontré cette augmentation significative dans les rats
avec BDL pour les bandes situées a 140 kDa (1,3 fois, 4,2 + 0,3 vs 3,2 £ 0,1
respectivement, p < 0,05), a 100 kDa (1,6 fois, 6,4 £ 1,0 vs 3,9 + 0,1 respectivement,
p<0,05) et a 80 kDa (1,4 fois, 5,1 £ 0,6 vs 3,5 £ 0,1 respectivement, p < 0,05).

Dans les protéines cérébrales

Par contre, ce changement dans la glutathionylation n’a pas été noté dans les
protéines cérébrales chez les rats avec PCA, ni avec BDL (Figure 28) (quantification

non-montrée).
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Figure 27. Immunobuvardage de la glutathionylation dans les protéines du plasma
artériel chez les rats avec PCA et BDL.

(A) : Les lysats du plasma artériel (50 pg) provenant de groupes de PCA (gauche) ou de
BDL (droite) ont été¢ analysés par I’'immunobuvardage avec 1’anti-GSH. Les masses
moléculaires (kDa) sont indiquées sur le coté gauche de la figure. (B) : La quantification
de bandes chez les rats avec BDL (en noir) a démontré une augmentation significative
pour les bandes situées a 140 kDa, 100 kDa et 80 kDa comparativement aux bandes
respectives chez les rats avec BDL sham-controles (en blanc). Cependant, la
quantification des bandes n’a pas démontré un changement significatif entre les rats avec
PCA versus celles des rats avec PCA sham-controles. Les valeurs ont été exprimées par
les moyennes + S.E.M. (N = 5). *p < 0,05, comparé a BDL sham-contrdles.
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Figure 28. Immunobuvardage de la glutathionylation de protéines du cortex frontal
chez les rats avec PCA et BDL.

Les lysats du cortex frontal (75 pg) provenant de groupes de PCA (gauche) ou de BDL
(droite) ont été analysés par immunobuvardage avec un anticorps anti-GSH. La protéine
contrdle du cortex frontal, B-actine est montrée sous les dérivés de GSH. Les masses
moléculaires (kDa) sont indiquées sur le c6té gauche de la figure.

S-nitrosylation du résidu cystéine de protéines

L’oxyde nitrique (NO) et son dérivé le peroxynitrite (ONOQO") sont les deux
principaux RNS affectant les protéines, les lipides et ’ADN dans les cellules.
L’oxydation du résidu cystéine de protéines par le NO se nomme la S-nitrosylation de
protéines. Bien que ce processus nitrosatif soit physiologique et réversible, un
déséquilibre de la S-nitrosylation de protéines a déja ét¢ démontré sous conditions de
stress nitrosatif dans plusieurs maladies neurodégénératives (Horiguchi et al., 2003; Yao
et al., 2004). Il est proposé que la S-nitrosylation du résidu cystéine due au stress
nitrosatif soit un contributeur majeur dans le développement de ces maladies (Chung,
2006-2007; Gow et al., 2002). Ce processus est donc considéré comme un indicateur

important du stress nitrosatif.
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Dans les protéines plasmatiques

L’¢évaluation du niveau de la S-nitrosylation a été réalisée par la détection de
dérivés de S-nitrosylation de la cystéine en utilisant I’immunobuvardage. La Figure 29
montre la S-nitrosylation dans les protéines plasmatiques chez les rats avec PCA et avec
BDL. Aucun changement significatif de dérivés de S-nitrosylation dans les protéines
plasmatiques n’a été observé entre les rats avec PCA et les rats avec PCA sham-
contrdles.

Dans le cas de BDL, une augmentation significative de dérivés de S-nitrosylation
a été observée dans les protéines plasmatiques pour les rats avec BDL versus les rats
avec BDL sham-controles. La quantification de bandes a démontré une augmentation
significative de trois bandes pour le groupe BDL versus BDL sham-contrdles (p < 0,05).
Le niveau de dérivés de la S-nitrosylation du résidu cystéine dans les protéines de masse
moléculaire de 150 kDa était 1,7 fois plus élevé dans les rats avec BDL que dans les rats
avec BDL sham-controles (13,6 = 1,3 vs 7,7 &+ 0,3 respectivement, p < 0,05). Les dérivés
dans les protéines de 130 kDa étaient 1,4 fois plus élevé chez les rats avec BDL versus
leurs rats sham-contrdles (12,3 + 0,8 vs 8,8 + 0,2 respectivement, p < 0,05) et 1,1 fois
plus élevé pour les protéines de masses moléculaire de 75 kDa (17,5 = 0,6 vs 14,9 + 0,6

respectivement, p < 0,05).

Dans les protéines cérébrales

Le niveau de la S-nitrosylation dans les protéines cérébrales est montré a la
Figure 30. Une augmentation de dérivés de S-nitrosylation dans les protéines cérébrales
a ¢été démontrée chez les rats avec PCA versus leur groupe sham-contrdles. La
quantification de bandes a démontré une augmentation significative (1,4 fois) dans les
protéines de 75 kDa (0,97 + 0,06 vs 0,67 = 0,08 respectivement, p < 0,05) chez les rats
avec PCA versus leurs rats sham-contréles. Chez les rats avec BDL, le niveau de dérivés
cérébraux de S-nitrosylation n’a pas démontré une différence significative entre les rats

avec BDL et les rats avec BDL sham-contrdles.
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Figure 29. Immunobuvardage de la S-nitrosylation du résidu cystéine de protéines
du plasma artériel chez les rats avec PCA et BDL.

(A) : Les lysats du plasma artériel (50 pg) provenant de groupes de PCA ou de BDL ont
¢té analysés par immunobuvardage avec 1’anti-S-nitrosylation. Les masses moléculaires
(kDa) sont indiquées sur le coté gauche de la figure. (B) : La quantification de bandes
chez les rats avec BDL (en noir) a démontré une augmentation significative dans les
bandes se situant a 150 kDa, 130 kDa et 75 kDa comparativement a leurs bandes
respectives chez les rats sham-contrdles (en blanc). Cependant, aucun changement
significatif dans ces bandes n’a été détecté entre les rats avec PCA et les rats avec PCA
sham-contrdles. Les valeurs ont été exprimées par les moyennes + S.E.M. (N = 5). *p<
0,05, comparé a BDL sham-contrdles.
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Figure 30. Immunobuvardage de la S-nitrosylation du résidu cystéine de protéines
cérébrales chez les rats avec PCA et BDL.

(A) : Les lysats du cortex frontal (75 pg) provenant de groupes de PCA ou de BDL
¢taient analysés par 'immunobuvardage avec 1’anti-S-nitrosylation. La protéine controle
du cortex frontal, B-actine est montrée sous les dérivés de S-nitrosylation de protéines
cérébrales. Les masses moléculaires (kDa) sont indiquées sur le c6té gauche de la figure.
(B) : La quantification de bandes a seulement démontré une augmentation significative
pour la bande située a 75 kDa chez les rats avec PCA (en noir), comparativement a la
bande des sham-controles (en blanc). Les valeurs ont été normalisées avec celles de [3-
actine, exprimées par les moyennes = S.E.M. (N = 5). *p < 0,05, comparé a PCA sham-
contrdles.
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1. HYPERAMMONIEMIE DANS L’EHM

L’EH est un spectre d’anormalies neuropsychiatriques due aux maladies
hépatiques. Le mécanisme pathologique de cette complication n’est pas clair.
L’hypotheése de I’ammoniaque est une proposition clé parmi toutes les explications de
I’EH. L’ammoniaque est neurotoxique, de nombreux effets de cette neurotoxicité ont
déja été rapportés, cependant le stress oxydatif/nitrosatif induit par I’hyperammoniémie
reste indéfini.

Dans la présente étude, les rats avec PCA et BDL, les deux modeles de ’EHM
ont été utilisés afin d’évaluer le role du stress oxydatif/nitrosatif. La concentration de
I’ammoniaque a été mesurée dans le plasma et le LCR dans deux mode¢les de ’EHM et
une hyperammoniémie chez les rats avec PCA et BDL a été¢ montrée (142 uM et 129uM
respectivement). Un niveau élevé d’ammoniaque est aussi présent dans le cerveau de ces
deux mode¢les de rats (135 uM et 147 uM respectivement). L’hyperammoniémie dans
ces deux modeles de ’EHM est relativement basse comparativement aux rats atteints
d’une insuffisance hépatique aigué, chez lesquels a été observé une concentration élevée,
de I’ordre de 1,5 mM et 710 uM dans le plasma et le cerveau respectivement (Reddy et
al., 2004; Sathyasaikumar et al., 2007)

Les deux différents modeles de D’EHM présentent le méme niveau
d’hyperammoniémie. Un niveau autour de 135 uM mesuré dans la présente étude est
confirmé par d’autres études sur ’EHM, qui ont observé une augmentation de deux ou
trois fois la concentration normale (Butterworth, 2002). De nombreuses conséquences de
I’¢lévation de I’ammoniaque sur le SNC ont déja été décrites (Albrecht and Jones, 1999;
Albrecht and Norenberg, 2006; Bosoi and Rose, 2009; Hazell and Butterworth, 1999;
Norenberg et al., 2007; Norenberg, 1998). En plus, des études récentes ont proposé une
implication du stress oxydatif/nitrosatif dans la neurotoxicité de 1’ammoniaque

(Norenberg et al., 2004; Sathyasaikumar et al., 2007).
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2.  STRESS OXYDATIF/NITROSATIF DANS L’EHM

Plusieurs marqueurs, par exemple la peroxydation de lipides, la carbonylation, la
glutathionylation et la S-nitrosylation de protéines ont été utilisés afin de mesurer les
modifications oxydatives de protéines dans le plasma et le cortex frontal chez les deux

modeles de ’EHM.

Stress oxydatif dans ’EHM

Peroxydation de lipides

Les lipides sont un des composants de la membrane cellulaire. Le métabolisme
de lipides dans le SNC est particuliérement important parce que cet organe possede la
concentration la plus élevée de lipides mis a part le tissu adipeux (Esterbauer et al.,
1991). La peroxydation de lipides se produit en réponse au stress oxydatif et une grande
diversité d’aldéhydes est formée lorsque les lipides se décomposent. Certains de ces
aldéhydes (HNE et MDA) sont réactifs et sont considérés comme les messagers
secondaires toxiques qui augmentent le nombre de radicaux libres initiaux (Esterbauer et

al., 1991).

HNE dans PEHM

La mesure du HNE est reconnue comme un paradigme pour étudier les effets
pathologiques de produits cytotoxiques de la peroxydation lipidique (Schneider et al.,
2008). Le HNE est neurotoxique et peut endommager la barriére hémato-encéphalique
(Newcombe et al., 1994). Une augmentation significative du niveau de HNE et de
dérivés de HNE dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzheimer a été
observée (Reed et al., 2009; Williams et al., 2006). Une augmentation du niveau de HNE
dans le sérum et le LCR a aussi été observée chez les patients de la sclérose latérale

amyotrophique (Simpson et al., 2004).
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L’¢lévation du niveau de HNE conduit souvent a des complexes protéine-
protéine, ce qui altére la fonction des protéines. L’inactivation ou la modification du
systeme protéolytique par HNE ont été démontrées dans les cellules (Okada et al., 1999).
Les ¢études sur les maladies d’Alzheimer et de Parkinson ont démontré que I’activité du
protéasome était détériorée par le HNE, signifiant une diminution de la capacité a
dégrader les protéines eronnées (McNaught et al., 2001; Pedersen et al., 1998;
Shringarpure et al., 2000; Yoritaka et al., 1996). De plus, la modification par HNE a ét¢
observée dans certaines protéines spécifiques impliquées dans ces maladies telles le
transporteur du glutamate et la Na™- K* ATPase, ce qui provoque une inactivation de ces
protéines (Lauderback et al., 2001; Pedersen et al., 1998; Siems et al., 1996).

Dans la présente étude, les dérivés de HNE dans le plasma et le cortex frontal ont
été évalués chez les rats avec PCA et BDL. Aucun changement n’a été noté dans les
protéines plasmatiques et cérébrales de ces deux modeles. Ceci indique que les protéines
dans le plasma et dans le tissu cérébral ne sont pas modifiées par des dérivés de HNE

chez les rats avec PCA et BDL.

MDA dans PEHM

Le MDA est un autre aldéhyde majeur dans 1’évaluation de la peroxydation de
lipides (Del Rio et al., 2005). Le MDA est produit lors de la décomposition des acides
gras insaturés. Le MDA libre peut se combiner aux groupements latéraux (libres) des
protéines (essentiellement les résidus lysines), conduisant a la formation de dérivés de
MDA, modifiant les propriétés biologiques des protéines (Michel et al., 2008).
L’évaluation des MDA se fait principalement par la mesure de son niveau dans le
plasma ou dans les protéines tissulaires (Lykkesfeldt, 2007). Une augmentation
significative de MDA a ¢ét¢ démontrée chez les patients atteints de la maladie
d’Alzheimer (Delibas et al., 2002) et de la sclérose latérale amyotrophique (Bonnefont-
Rousselot et al., 2000).

Concernant I’EHM, les rats avec PCA n’ont pas montré un changement du
niveau de MDA plasmatique, ni dans les protéines cérébrales. Par contre, il a été

constaté que le niveau de MDA dans le plasma est augmenté chez les rats avec BDL.
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Cependant aucune différence n’a été notée dans la concentration de MDA de protéines
cérébrales chez les rats avec BDL.

Les HNE et MDA sont deux marqueurs de la peroxydation de lipides, or seul le
MDA ¢était augmenté dans le plasma des rats avec BDL. Les raisons pour lesquelles une
augmentation de la peroxydation de lipides a été seulement observée pour le MDA nous
sont inconnues. Cependant, les méthodes utilisées étaient différentes, dans un cas
(MDA), ce sont les dérivés libres alors que 1’autre (HNE) ce sont des dérivés liés aux

protéines.

Carbonylation de protéines dans I’EHM

La carbonylation de protéines est un dommage oxydatif irréversible, conduisant
souvent a une perte fonctionnelle de protéines. Cette modification de protéines est
considérée comme un indicateur de 1’altération oxydative sévere et de la dysfonction de
protéines (Dalle-Donne et al., 2006). Ainsi, I’évaluation de groupes carbonyles sur les
protéines est devenue une méthode pour la détection de la présence du stress oxydatif
(Stadtman and Levine, 2003). Les protéines carbonylées modérément conduisent a une
dégradation de protéines par le systéme protéasomique, tandis que les agrégats de
protéines dus a la carbonylation de protéines endommagent les cellules et induisent
I’apoptose ou la nécrose (Dalle-Donne et al., 2006).

Une formation accrue de groupes carbonyles dans le cerveau a été rapportée chez
des patients et des modeles animaux de la maladie d’Alzheimer (Smith et al., 1998). Un
niveau ¢élevé de groupes carbonyles de protéines a également ét¢ démontré chez les
patients de la sclérose latérale amyotrophique (Bowling et al., 1993) et de la maladie de
Parkinson (Floor and Wetzel, 1998).

Dans les rats avec PCA et BDL, les dérivés de groupes carbonyles dans la chaine
latérale de protéines ont été évalués dans le plasma et le cortex frontal. Cependant,
aucun changement de ces dérivés n’a €té trouvé dans les protéines plasmatiques, ni dans
les protéines cérébrales chez les PCA ou les BDL.

En effet, le groupe carbonyle est fortement associ¢ avec HNE parce que

I’introduction de groupes carbonyles peut se produire via les réactions covalentes avec
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les aldéhydes tels HNE et MDA (Poon et al., 2004). Un résultat similaire de ces deux

marqueurs n’est donc pas surprenant.

Glutathionylation de protéines dans ’EHM

Le glutathion, par le ratio de sa forme réduite (GSH) et de sa forme oxydée
(GSSG) reflete le statut du stress oxydatif. Plusieurs méthodes sont utilisées afin
d’évaluer le statut du glutathion dont la concentration totale du GSH, le ratio
GSH/GSSG et les protéines glutathionylées. Sous conditions de stress oxydatif,
I’oxydation du résidu cystéine forme un pont disulfure entre le thiol d’une protéine et le
thiol du GSH, ce qui se nomme la glutathionylation de protéines.

Une diminution du GSH total, du ratio de GSH/GSSG et une glutathionylation de
protéines ont été constatées dans la pathogénéese de la maladie d’Alzheimer (Bermejo et
al., 2008; Newman et al., 2007). Le GSH est aussi impliqué dans la maladie de
Parkinson (Jenner, 2003; Sharma et al., 2008).

La glutathionylation de protéines a été évaluée dans les modéeles de P"EHM. Il n’a
pas été constaté de changement du niveau de la glutathionylation dans les protéines
plasmatiques et cérébrales chez les rats avec PCA. Cependant, un niveau élevé de la
glutathionylation dans les protéines plasmatiques a été noté chez les rats avec BDL. Or,
cette augmentation n’a pas €té montrée dans le cerveau des rats avec BDL.

L’augmentation de la glutathionylation de protéines dans le plasma des rats avec
BDL suggere qu’un stress oxydatif systémique est présent dans ces rats. Par contre, le
stress oxydatif n’est pas présent dans le SNC des rats avec BDL, ni dans le plasma et ni

dans le SNC des rats avec PCA.

ROS dans ’EHM

Il n’a pas été démontré d’augmentation des ROS dans le plasma, ni dans le LCR
des rats avec PCA. Cependant, une augmentation de ROS a été notée dans le plasma des
rats avec BDL, mais le niveau de ROS n’était pas changé dans le LCR chez les rats avec

BDL.
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L’augmentation de ROS plasmatique confirme la présence du stress oxydatif
systémique dans les rats avec BDL. L’absence du stress oxydatif dans le cerveau des rats
avec BDL est prouvée par un niveau normal de ROS cérébral. Chez les rats avec PCA,
le stress oxydatif n’est pas présent, ni dans le plasma, ni dans le cerveau, ceci confirme
aussi le niveau normal de ROS chez les rats avec PCA.

L’absence du stress oxydatif/nitrosatif dans le cortex des rats avec BDL suggere
que les ROS ¢levés dans le sang ne soient pas entrés dans le cerveau. Le fonctionnement
normal de la barriere hémato-encéphalique est proposé, et ainsi que cette dernicre est
capable d’empécher la pénétration de ROS plasmatiques vers le cerveau. Il est aussi
possible que les ROS puissent entrer dans le cerveau, mais que les antioxydants

cérébraux soient capables de les inhiber (Figure 31).

Epithélium
\, @ &:)—CI///
Cerveau /\ N
Astrocyte \

Oxydants = Antioxydants

Barri¢re hémato encéphalique(BDL)

Figure 31. Barriére hémato-encéphalique chez les rats avec BDL

Chez les rats avec BDL, un stress oxydatif/nitrosatif est présent dans le sang. Mais
aucun stress oxydatif, ni nitrosatif est montré dans le cerveau. Ces observations
suggerent que les ROS ou RNS dans le sang de BDL n’entrent pas dans le cerveau. Il est
possible que ces ROS ou RNS soient entrés dans le cerveau, cependant, un systeéme
antioxydant normal est capable de les enlever, ce qui permet de maintenir un équilibre
entre les oxydants et les antioxydants.
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Stress nitrosatif dans PEHM

S-nitrosylation de protéines dans I’EHM

Le NO est une molécule de signalisation qui contréle de nombreux processus
biologiques, et il est connu pour son rdle de vasodilatation. Une production élevée de
NO en conditions pathologiques permet de former les peroxynitrites, qui induisent
ensuite une nitration de protéines. Un type de la nitration par le NO se nomme la
S-nitrosylation du résidu cystéine de protéines, qui introduit un NO sur la cystéine de
protéines. La S-nitrosylation est un processus réversible qui permet de réguler
I’homéostasie du redox. Cependant, 1’association de ce processus avec plusieurs
maladies neurologiques a déja ¢été rapportée (Pacher et al., 2007). Par exemple, la
déplétion de la S-nitrosylation dans la superoxyde dismutase 1 (SOD1) mutée contribue
a la pathogénese de la sclérose latérale amyotrophique (Schonhoff et al., 2006). La
parkine est une protéine impliquée dans la pathogénése de la maladie de Parkinson, il a
déja ét¢ démontré que sa S-nitrosylation a induit une diminution de la dégradation
ubiquitinée de protéines (Yao et al., 2004). En outre, certaines études ont observé que la
nitration de protéines induisait un repliement erroné de protéines, formant des agrégats
ou une dysfonction de ces protéines (Nakamura and Lipton, 2009). Les agrégats dus a la
nitration de protéines ont été démontrés dans la sclérose latérale amyotrophique, la
tauopathie et la maladie de Parkinson (Duda et al., 2000; Horiguchi et al., 2003).

Dans ce projet, chez les rats avec I’EHM, aucune différence n’a été observée
dans le niveau de S-nitrosylation dans les protéines plasmatiques chez les rats avec PCA.
Par contre, une augmentation de S-nitrosylation de protéines a été notée dans les
protéines cérébrales chez les rats avec PCA. Dans le cas de BDL, un niveau élevé de
dérivés de S-nitrosylation a été noté dans les protéines plasmatiques des rats avec BDL.
Aucune différence du niveau de la S-nitrosylation n’a été observée dans les protéines
cérébrales chez les rats avec BDL.

Le niveau ¢levé de S-nitrosylation dans les protéines cérébrales suggere que le

stress nitrosatif est présent dans le SNC des rats avec PCA. Par contre, le stress nitrosatif
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n’est pas présent dans le plasma des rats avec PCA. Les rats avec BDL ne présentent pas

un stress nitrosatif systémique, ni central.

Différence du stress oxydatif/nitrosatif entre les rats avec PCA et
les rats avec BDL

Chez les rats avec PCA, le stress oxydatif n’est ni présent dans le plasma, ni dans
le cerveau. Cependant, un stress nitrosatif est présent dans le cerveau, mais pas dans le
plasma chez les rats avec PCA. En ce qui concerne le modele de BDL, un stress oxydatif

et nitrosatif est présent dans le plasma, mais pas dans le cerveau.

Absence du stress oxydatif systémique et central chez les rats avec PCA

Les raisons pour lesquelles un stress oxydatif n’est pas présent chez les rats avec
PCA sont inconnues. Or, le niveau de I’hyperammoniémie pourrait étre un facteur. En
effet, les rats avec PCA représentent un modele de ’EHM avec une hyperammoniémie
modérée autour de 135 uM. Cette valeur est relativement basse par rapport a
I’hyperammoniémie sévere (1,5 mM) observée dans les modeles de 1’insuffisance
hépatique aigué (Sathyasaikumar et al., 2007) ou les études in vitro (5 mM) (Norenberg
et al., 2007; Warskulat et al., 2002), dans lesquels un stress oxydatif a été constaté.

Une absence de stress oxydatif chez les rats avec PCA peut s’expliquer par un
systeme normal antioxydant. La présente étude montre un niveau normal de ROS chez
les rats avec PCA, ce qui suggere que les antioxydants fonctionnent normalement, et
peuvent donc enlever les ROS formés excessivement et transitoirement au début de
I’hyperammoniémie. Hilgier et al. (2003) ont observé une accumulation transitoire de
HO suivant I’intoxication aigué par I’ammoniaque. Cette étude a montré que
I’augmentation de HO" a été observée 160 min aprés 1’injection de I’ammoniaque, or le
niveau de HO' est retourné au niveau de base aprés 240 min. De plus, de nombreuses
¢tudes ont déja démontré que les antioxydants étaient efficaces pour traiter le stress

oxydatif induit par I’hyperammoniémie (Bruck et al., 1999; Guerrini, 1994; Widmer et
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al., 2007). Donc, il se peut que 1’élévation transitoire de ROS due a I’hyperammoniémie
induise une compensation par les antioxydants, qui sont capables d’enlever les ROS.

Le systeme antioxydant normal pourrait étre di a une fonction normale du foie.
L’activité des enzymes antioxydantes telles SOD a ét¢ démontré diminuée chez les
patients ou les rats atteints de cirrhose (Gracia-Sancho et al., 2008; Zuwata-Jagielto et al.,
2009), indiquant que ’activité des enzymes antioxydantes soit associée avec la fonction
du foie. Dans la présente étude, I’activité des enzymes de la fonction du foie, I’AST et
I’ALT, a été évaluée chez les rats avec PCA et BDL. Dans les rats avec PCA, une
augmentation significative de ’AST a été notée; tandis que I’ALT n’a pas été différente.
Les résultats indiquent que la plupart des hépatocytes fonctionnent normalement chez les
rats avec PCA. En effet, la chirurgie de I’anastomose portocave n’induit pas une
dysfonction hépatique (Figure 5). Etant donné que la majorité des hépatocytes
fonctionnent encore chez les rats avec PCA, Iactivité des enzymes antioxydantes reste

normale, ce qui permet de maintenir une balance entre les oxydants et les antioxydants.

Présence du stress nitrosatif central, et non systémique, chez les rats avec PCA

Le stress nitrosatif découvert chez les rats avec PCA dans la présente étude est
confirmé par Schliess et al. (2002), qui ont observé une augmentation de dérivés de
nitrotyrosine dans les protéines cérébrales chez les rats avec PCA. Le stress nitrosatif
induit dans le cerveau des rats avec PCA peut s’expliquer par une augmentation de
I’activité ou de I’expression de NOS dans le cerveau de ce modele de ’EHM. Salter et al.
(1991) suggerent que 1’activité de NOS dans le cerveau est la plus forte parmi tous les
organes. De plus, une augmentation de D’activité et de I’expression de nNOS a été
découverte dans le cerveau des rats avec PCA (Rao et al., 1995; Rao et al., 1997). Chez
les rats avec PCA, il se peut alors qu’une élévation de I’activité et de ’expression de
NOS soit induite par ’hyperammoniémie dans le cerveau et qu’une production de NO
soit augmentée. Cette augmentation de NO cérébrale induirait en conséquence une
formation ¢€levée de RNS et un stress nitrosatif.

La présente étude montre que le stress nitrosatif, et non le stress oxydatif, est

induit dans le cortex frontal des rats avec PCA. Ceci suggére une différence entre le
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stress oxydatif et le stress nitrosatif dans le cerveau des rats avec PCA. Il est connu que
les composants de ROS et de RNS sont différents : les ROS sont des dérivés réactifs de
I’oxygene, tandis que les RNS sont des dérivés réactifs de 1’azote. Aussi, le ROS
primaire (O,") est produit dans la mitochondrie; alors que NO, le RNS primaire est
formé par NOS. Toutefois, les ROS et RNS sont tous des radicaux libres, des molécules
réactives qui affectent les protéines, les lipides et les acides nucléaires. La formation de
RNS est dépendante de O,", par exemple les peroxynitrites sont formés par NO et O,
(0,"+ NO — ONOO) (Figure 31). Cependant, la possibilité d’une formation élevée de
RNS induite par un niveau accru de NO et un niveau physiologique de ROS tels O,”

reste a étre définie.

ROS RNS
» OH, 0,, CO, O, C,RS, RSO, RSSR » NO, ONO; N;0,, NO, ONOCO,-,
R, RO.CO, ROO ONOQO-
R . . » Produit (NO) par les NOS,
» Produit (O,) dans la mitochondrie,

» ROS » NO
- attaquer les composants - hypotension, hypoperfusion et
cellulaires et conduire a 1’altération hypoxie,

- former le produit toxique ONOO-

- ONOO- est un médiateur
proinflammatoire et proapoptotique ,

- oxyder les protcines et les lipides, - conduire 4 la mort neuronale,

peut stimuler la libération de cytokines - nitrationdes protéines.

de cellules,
- activer le systtme immunitaire inné,

ROS (0;) ——— ONOO- <—— RNS(NO)
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Stress oxydatif/nitrosatif

Figure 32. Différence entre ROS et RNS

Les ROS et les RNS sont différents composés et sont produits différement. Ces deux
groupes de radicaux libres sont tous toxiques aux cellules. Les composants ROS
réagissent avec les RNS, ce qui aggrave le stress oxydatif/nitrosatif (image importée et
modifiée de Dal-Pizzol et al. (2009)).
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Présence du stress oxydatif/nitrosatif systémique, et non central chez les rats avec

BDL

Le mécanisme du stress oxydatif/nitrosatif dans le plasma des rats avec BDL
n’est pas clair. Etant donné que les ROS ont été observé comme étant augmentés dans le
plasma des rats avec BDL, le niveau ¢levé de ROS plasmatique est une cause du stress
oxydatif/nitrosatif dans le plasma des rats avec BDL. Toutefois, cette augmentation de
ROS due a une diminution du systéme antioxydant ou une formation excessive de ROS
dépassant la capacité¢ de 1’enlévement des antioxydants reste a étre déterminée chez les
rats avec BDL.

De plus, I’augmentation du niveau de ROS peut étre originaire d’une dysfonction
du foie. L activité des AST et ALT a été notée augmentée dans le plasma, ce qui signifie
que le foie présente une dysfonction majeure chez ces rats avec BDL. Il est donc
possible que la dysfonction hépatique induise une diminution de I’expression ou de
I’activité des enzymes antioxydantes, en conséquence, ces antioxydants ne sont plus
capables d’enlever les ROS excessifs chez les rats avec BDL. Cette hypothese est
confirmée par I’é¢tude d’Aller et al. (2008), qui ont montré une diminution de la capacité
du nettoyage de radicaux libres lors d’une dysfonction du foie.

L’hyperammomiémie est présente chez les rats avec BDL, il se peut aussi que le
stress oxydatif/nitrosatif systémique observé soit dii a ’ammoniaque. Cependant, le
méme niveau d’hyperammoniémie dans le modele de PCA n’induit pas un stress
oxydatif/nitrosatif. Ceci suggere que le stress oxydatif/nitrosatif ne soit pas di a

I’hyperammoniémie dans ’EHM.
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3. RELATION ENTRE L’HYPERAMMONIEMIE
ET LE STRESS OXYDATIF/NITROSATIF

Relation indirecte entre I’hyperammoniémie et le stress
oxvdatif/nitrosatif

L'EH est un syndrome neuropsychiatrique réversible associé¢ a une dysfonction
hépatique chronique ou aigu€. Un aspect important de ce syndrome est la dérivation du
sang portal dans la circulation systémique a travers les vaisseaux collatéraux
portosystémiques, sans étre filtré par les hépatocytes. L’ammoniaque, qui provient de la
digestion des protéines de la nourriture entre dans la circulation systémique via la
déviation portosystémique, ce qui induit une augmentation de la concentration de
I’ammoniaque dans le plasma et, ainsi, dans le cerveau.

Dans la présente étude, les deux modeles de ’EHM montrent une augmentation
de I’ammoniaque dans le plasma, ainsi que dans le cerveau. Cependant, cette
augmentation n’est accompagnée par un stress nitrosatif central que chez les rats avec
PCA alors qu’un stress oxydatif/nitrosatif systémique 1’est chez les rats avec BDL. Ceci
suggere que le stress oxydatif/nitrosatif n’est pas associé¢ directement avec

I’hyperammoniémie (Tableau IV).
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Tableau IV. Ammoniaque et le stress oxydatif/nitrosatif dans les deux modeles

de PEHM
PCA BDL
Plasma Cerveau Plasma Cerveau
NI ¥ ' : :
SO - - + -
SN - 4 4+ -

PCA : Anastomose portocave,
BDL : Ligature de la voie biliaire,

SO : Stress oxydatif,

SN : Stress nitrosatif,

f : Augmentation du niveau d’ammoniaque,
+/- . Présence/absence du stress oxydatif/nitrosatif.

Insuffisance d’une hyperammoniémie modérée a induire le stress
oxydatif/nitrosatif

Les deux modeles de ’EH montraient des niveaux similaires de I’ammoniaque
(~135 uM), mais le résultat concernant le stress oxydatif/nitrosatif était différent chez
ces deux modeles. Une des raisons de cette différence serait le niveau de
I’hyperammoniémie.

Le PCA est un modele hyperammoniémique qui permet d’évaluer la
neurotoxicit¢ de I’ammoniaque. Dans la présente étude, la concentration de
I’ammoniaque autour de 135 uM dans les rats avec PCA n’induit pas un stress oxydatif.
Le stress oxydatif induit par I’hyperammoniémie a déja été prouvé dans I’EH due a une
insuffisance hépatique aigué accompagnée par une hyperammoniémie sévere (1,5 mM)
(Sathyasaikumar et al., 2007), un traitement aigué¢ des astrocytes (5 mM) ou aux
animaux injectés avec une concentration ¢levée d’ammoniaque (Hilgier et al., 2003;
Kosenko et al., 2003). Ceci suggére que I’hyperammoniémie seule, et d’un niveau
modéré, comme dans le cas de PCA, n’est pas capable d’induire le stress

oxydatif/nitrosatif systémique.
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Dépendance temporelle possible du stress oxydatif/nitrosatif

De plus, une autre possibilité est que le stress oxydatif/nitrosatif induit par
I’hyperammoniémie soit fonction du temps. Il est mentionné au-dessus que certaines
études ont observé une formation transitoire de ROS, et un niveau élevé initial de ROS
retournant a la normale aprés un certain temps chez les rats intoxifiés par I’ammoniaque.
Ceci suggere que le stress oxydatif/nitrosatif n’est qu’induit au début d’une
hyperammoniémie, et que cette condition pathologique est réversible en fonction du
temps. Etant donné que le niveau de I’ammoniaque est faible, les cellules pouraient
s’adapter au changement. Ce serait le cas de nos modeles chroniques de I’EH ou
I’hyperammoniémie s’est développée sur une longue période chez les rats avec PCA et
chez les rats avec BDL. Il est possible qu’un stress oxydatif/nitrosatif soit présent au
début de I’hyperammoniémie chez ces deux modeles, cependant, cette évaluation n’a pas
¢été réalisée chez nos rats.

Bien que notre modé¢le de BDL montre le méme niveau d’hyperammoniémie que
celui de PCA, un stress oxydatif/nitrosatif est présent dans la circulation systémique des
rats avec BDL. L’¢lévation de ’ammoniaque n’est donc pas le seul facteur nécessaire
pour développer le stress oxydatif/nitrosatif. Les résultats dans le modéle de BDL,
représentant la cirrhose expérimentale, suggerent que la dysfonction du foie peut étre

une cause de ce stress oxydatif/nitrosatif.
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4. RELATION ENTRE L’EDEME CEREBRAL ET
STRESS OXYDATIF/NITROSATIF

Relation indirecte entre I’cedéme cérébral et le stress oxydatif/nitrosatif

L’cedéme cérébral et I’hypertension intracranienne sont les deux causes
principales du déces dans I’EH due a une insuffisance hépatique aigu€. Normalement,
les patients atteints de ’EH accompagnée par une cirrhose ne manifestent pas une
augmentation de la pression intracranienne (Vaquero et al., 2003). Cependant, a 1’aide
de I’imagerie par résonance magnétique, il a été découvert que les patients atteints de
I’EHM présentaient 1’cedéme cérébral modéré (Cordoba et al., 2001; Haussinger et al.,
1994). Notre laboratoire a récemment aussi observé 1’cedéme cérébral chez le modéle
animal de ’EHM. En effet, I’ccdéme cérébral a été constaté dans les rats avec BDL
(Figure 10). De plus, Jover et al. (2006) ont aussi observé I’cedéme cérébral dans les rats
avec BDL alimentés avec une diéte riche en ammoniaque. Ces deux études sur les
modeles de BDL ont révélé que 1’cedéme cérébral est impliqué dans la pathogénése de
I’EHM. Au contraire, chez notre mode¢le de 1’encéphalopathie portosystémique (PCA), il
n’a pas €té not¢ d’cedéme cérébral. Ce dernier est donc une autre caractéristique,
excluant le stress oxydatif systémique, qui est différente chez les rats avec BDL par
rapport aux rats avec PCA. Toutefois, la nécessit¢ de 1’accompagnement du stress
oxydatif/nitrosatif avec I’hyperammoniémie afin d’induire I’cedéme cérébral reste a étre
définie.

L’cedéme cérébral est présent chez les rats avec BDL, sans que le stress
oxydatif/nitrosatif ne soit démontré dans le tissu cérébral. Chez les rats avec PCA, un
stress nitrosatif a été noté dans le cerveau, mais 1’cedéme cérébral n’est pas présent
(Tableau V). Tous ces résultats suggerent que 1’cedéme cérébral n’est pas induit

directement ni par le stress oxydatif, ni nitrosatif.
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Tableau V. (Edéme cérébral et le stress oxydatif/nitrosatif dans les deux

modéles de PTEHM
PCA BDL
Plasma Cerveau Plasma Cerveau
oC _ +
SO - - + -

SN - + + -

PCA : Anastomose portocave,

BDL : Ligature de voie biliaire,

OC : (Edeéme cérébral,

SO : Stress oxydatif;

SN : Stress nitrosatif,

+/- : Présence/absence du stress oxydatif/nitrosatif ou de 1’cedéme cérébral.

Le stress oxydatif/nitrosatif protége-t-il les rats avec PCA contre

’eedéme cérébral ?

Le mécanisme de 1’cedéme cérébral n’est pas complétement compris, cependant
le gonflement des astrocytes est considéré comme une cause de 1’cedéme cérébral. En
effet, les astrocytes sont les seules cellules cérébrales exprimant I’enzyme GS, qui
permet de détoxifier ’'ammoniaque dans le cerveau. Le niveau élevé d’ammoniaque
entraine une accumulation de glutamine dans les astrocytes, induisant finalement un
gonflement osmotique des astrocytes (Haussinger et al., 1994). Chez les rats avec BDL,
I’ammoniaque est ¢levée dans le cerveau, ce qui pourrait expliquer la présence de
I’cedéme cérébral chez ces rats atteints de cirrhose.

Pourtant, les rats avec PCA présentent aussi un niveau ¢levé d’ammoniaque dans
le cerveau, mais 1’cedéme cérébral est absent. Le stress nitrosatif dans le cerveau des rats
avec PCA est montré dans la présente étude. Schliess et al. (2002) ont aussi observé une
augmentation de la nitration de protéines cérébrales (nitrotyrosine) dans les rats avec

PCA. Parall¢lement, cette étude a aussi montré une diminution de I’activité de GS due a
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un niveau ¢€levé de la nitrotyrosine dans cette protéine chez les rats avec PCA. De plus,
une activation réduite de 32% de GS dans le cortex a été observée chez les rats avec
PCA (Desjardins et al., 1999). Toutes ces données indiquent que ’activité¢ de GS dans le
cerveau est diminuée chez les rats avec PCA, et que cette diminution pourrait étre
I’origine d’une nitration (S-nitrosylation ou nitrotyrosine) de cette enzyme. Le
gonflement des astrocytes est dii a I’action de GS qui élimine I’ammoniaque excessive,
cela entraine par la suite une production intracellulaire excessive de glutamine. Une
modification de GS meéne donc a une diminution de la production de la glutamine, ce qui

protege les astrocytes contre le gonflement et ainsi contre 1’cedéme cérébral (Figure 33).

PCA BDL

SO/SN

SI{/ Glu Eau\ w_~ Clu
Gl g‘s%(ﬂ“ Ml eGSTGlu

P NG

PCA : Aanastomose portocave,

BDL : Ligature de voie biliaire,

SO : Stress oxydatif;

SN : Stress nitrosatif,

f : Augmentation du niveau de I’ammoniaque/de glutamine,
Glu : Glutamate;

Gln : Glutamine;

GS : Glutamine synthétase.

Figure 33. Role du stress oxydatif/nitrosatif dans I’eedéeme cérébral chez les rats
avec PCA et BDL

L’cedeme cérébral était présent chez les rats avec BDL, mais pas chez les rats avec PCA.
Le stress nitrosatif présent dans le cerveau des rats avec PCA induit I’altération de GS,
ce qui protége les astrocytes contre le gonflement des astrocytes et ainsi contre 1’cedéme
cérébral.
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5. ACTION SYNERGIQUE ENTRE
L’HYPERAMMONIEMIE ET LE STRESS
OXYDATIF/NITROSATIF

Il a déja été prouvé que I’ammoniaque était le facteur central dans la pathogénéese
de ’EH. La présente étude montre une hyperammoniémie chez les deux modeles de
I’EHM. Les rats avec PCA et avec BDL présentent tous deux le méme niveau
d’hyperammoniémie ainsi qu’un niveau ¢élevé d’ammoniaque dans le cerveau, cependant
I’cedéme cérébral est observé que chez les rats avec BDL (Figure 9). Ceci suggere que
I’hyperammoniémie seule n’induit pas 1’cedéme cérébral et que d’autres facteurs tels le
stress oxydatif/nitrosatif sont impliqués dans cette condition pathologique.

La relation entre le stress oxydatif/nitrosatif systémique et I’cedéme cérébral chez
les rats avec BDL est inconnue. Le stress oxydatif/nitrosatif systémique est-il la seule
condition nécessaire pour induire 1’cedéme cérébral ou une action synergique du stress
oxydatif/nitrosatif systémique et I’hyperammoniémie serait impliquée? De plus, c’est le
stress oxydatif/nitrosatif systémique et non central qui est présent chez les rats avec BDL,
ce qui suggere que I’cedéme cérébral n’est pas associé¢ directement avec le stress

oxydatif/nitrosatif central.
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6. PERSPECTIVES

Dans ce projet, la relation entre I’hyperammoniémie, le stress oxydatif/nitrosatif
et I’cedéme cérébral a été investiguée dans les deux modéles amimaux chroniques de
I’EH.

Dans le cas de BDL, I’explication précise de la présence du stress
oxydatif/nitrosatif systémique chez les rats avec BDL n’est pas claire. Bien qu’une
augmentation de ROS soit notée chez les rats avec BDL, les causes de cette
augmentation sont toujours inconnues. Une diminution de défense (antioxydants) ou une
production excessive de ROS dépassant la capacité du systéme antioxydant resteraient a
étre déterminés chez les rats avec BDL. Aussi, les raisons pour lesquelles le stress
oxydatif/nitrosatif est présent seulement dans le sang, mais pas dans le cerveau des rats
avec BDL sont inconnues. Le fonctionnement de la barriere hémato-encéphalique
pourrait donc étre étudié afin d’expliquer ce phénomene.

Les deux mod¢les de ’EHM présentent des résultats différents, particulierement,
I’cedéme cérébral qui n’a été observé que chez les rats avec BDL. Un futur projet
pourrait étre réalis¢ afin de trouver les raisons de cette différence entre les deux modeles.
Pour ce faire, il serait important de caractériser en paralleéle le comportement des rats
avec BDL et PCA afin de vérifier si un type d’EH est plus sévére que I’autre. En plus,
une hypothése mentionnée dans la présente étude est que le stress nitrosatif altérait
I’activité de GS, permettant de protéger les astrocytes contre I’cedéme cérébral (cas de
PCA). La présence d’cedeme cérébral en inhibant chimiquement la GS chez les rats avec
BDL pourrait donc étre évaluée pour prouver cette hypothese.

Le stress oxydatif/nitrosatif systémique n’a pas été induit par
I’hyperammoniémie chez les rats avec PCA, cela pourrait étre explicable par la
chronicité de ’hyperammoniémie. Plusieurs études ont rapporté que le stress oxydatif a
¢été induit par un niveau élevé d’ammoniaque dans les modeles aigus de I’EH ou par une
injection aigu€ d’ammoniaque aux animaux. Il est possible qu’au début de

I’hyperammoniémie le stress oxydatif/nitrosatif systémique soit induit et que ce stress
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soit transitoire et temporel. Un projet futur pourrait étre éclairci la relation entre le stress

oxydatif/nitrosatif et I’ammoniaque (en fonction du temps et/ou de la concentration).
Certes, d’autre facteurs impliqués dans I’EH tels les cytokines ou 1I’inflammation

pourrait aussi €tre une direction pour I’investigation détaillée de la pathogénése de

I’cedéme cérébral dans I’EH chronique.
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7. RESUME

Dans I’ensemble, le mécanisme pathologique de I’EH est complexe.
L’ammoniaque est la cause centrale, malgré que le stress oxydatif/nitrosatif soit aussi un
facteur dans ce syndrome neuropsychiatrique. Cependant, une hyperammoniémie
modérée présente dans I’EH minimale n’a pas démontrée une association directe avec le
stress oxydatif/nitrosatif dans la circulation systémique, ni dans le cerveau. Les résultats
montrent que I’hyperammoniémie seule n’induit pas le stress oxydatif/nitrosatif ou
I’cedéme cérébral, et qu'une action synergique entre I’ammoniaque et le stress oxydatif

systémique est responsable d’une augmentation de 1’eau dans le cerveau.

Hyperammoniémie |— {ress
4 .
- oxydatit/ni tif | N\

- PCA 1 Ed érebral
]NH,‘+ cérébral | — | Stress nitrosatif Arotecﬁon?

EHM |-
Hyperammoniémie [— e
: : oxydatif/nitrosatif N
— BDL l (Edeme cérébral
INH,* cérébral | — ges—
oxydatit/nitrosatif

Figure 34. Résumé de deux modéles de PEHM

Les deux modeles de ’EHM, les rats avec PCA et BDL ont une hyperammoniémie
similaire. Cependant, cette hyperammoniémie modérée n’a pas été accompagnée par le
méme statut de stress oxydatif/nitrosatif. Ceci suggeére qu’une action synergique entre
I’hyperammoniémie et le stress oxydatif/nitrosatif est responsable de I’cedéme cérébral.
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ABSTRACT

Ammonia is neurotoxic and believed to play a major role in the pathogenesis of hepatic
encephalopathy (HE). It has been demonstrated, in vitro or in vivo, that acute and high ammonia
treatment induces oxidative stress. Reactive oxygen species (ROS) are highly reactive and can
lead to oxidization of proteins resulting in protein damage. The present study was aimed to
assess oxidative status of proteins in plasma and brain (frontal cortex) of rats with 4-week
portacaval anastomosis (PCA). Markers of oxidative stress, 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) and
carbonylation were evaluated by immunoblotting in plasma and frontal cortex. Western blot
analysis did not demonstrate a significant difference in either HNE-linked or carbonyl
derivatives on proteins between PCA and sham-operated control rats in both plasma and frontal
cortex. The present study suggests PCA-induced hyperammonemia does not lead to systemic or

central oxidative stress.
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INTRODUCTION

The brain relies on a healthy liver to detoxify circulating toxins which are capable of
entering the brain and leading to functional impairment and hepatic encephalopathy (HE)
(Butterworth, 2003). HE is characterized with a spectrum of symptoms ranging from personality
and mood changes, night-time sleep disturbance, alterations in concentration and attention,
severe cognitive effects, coma and death (Hazell and Butterworth, 1999). The pathogenesis of
HE is complex, involving a number of possible toxic and neurotransmitter substances on the
brain associated with a background of astrocytic pathology (Blendis, 2006). Liver failure or
disease reduces the capacity of the liver to remove neurotoxic substances such as ammonia, a key
factor involved in the pathogenesis of HE (Bosoi and Rose, 2009; Butterworth, 2003).

The brain is susceptible to oxidative stress due to its high content of unsaturated fatty
acids, high oxygen consumption, high levels of free radicals and relatively low levels antioxidant
defence systems (Choi and Yu, 1995; Poon et al., 2004). Brain tissue or cells are constantly
exposed to diverse reactions generating reactive oxygen species (ROS) that oxidize proteins,
lipids and nucleic acids. Carbonyl derivatives, a product of protein oxidation, reflect cell
modifications induced by multiple forms of ROS. Oxidative modification of proteins can also
give rise to intra- or inter-protein cross-linked derivatives, demonstrated by reactions with the
lipid peroxidation product 4-hydroxy-2-noneal (HNE). As a result, cleavage of the polypeptide
chain, modification of amino acid side chains, and conversion of protein to derivatives that are
highly sensitive to proteolytic degradation, lead to protein inactivation (Stadtman and Levine,

2003).
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Hyperammonemia is a metabolic disturbance characterized by an increase in blood
ammonia which consequently results in an increase in brain ammonia (Felipo and Butterworth,
2002). Recent studies have demonstrated ammonia neurotoxicity induces oxidative stress
(Norenberg et al., 2004). Studies using cultured astrocytes have demonstrated an acute treatment
of 5 mM ammonia induces oxidative stress (Norenberg et al., 2007; Warskulat et al., 2002). In
animal models of acute liver failure, ammonia-induced oxidative stress has also been observed
(Reddy et al., 2004; Sathyasaikumar et al., 2007). Acute intoxication with high concentrations of
ammonia 12 mmol/kg (intraperitoneally) or 60 mM (intrastriatally) in rats has been shown to
generate free radicals (Hilgier et al., 2003; Kosenko et al., 2003) Overall, studies demonstrating
ammonia-induced oxidative stress have been involved in either acute liver failure or acute
ammonia intoxication models. However the role of ammonia and oxidative stress in HE
associated with chronic liver failure remains undefined. Using a 4-week portal-systemic shunting
rat model, our aim was to investigate the role of oxidative stress in this chronic
hyperammonemia, Type B minimal HE model (Butterworth et al., 2009). To determine the effect
of oxidative stress in the systemic circulation and central nervous system, ROS-induced protein
modifications, HNE-linked proteins and carbonyl detection, were assessed in arterial plasma and

frontal cortex of rats with portacaval anastomosis (PCA).
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MATERIALS AND METHODS
Animal model

Five male Sprague-Dawley rats (250-275 g) underwent end-to-side PCA, according to
Lee and Fisher, (1961). Laparotomy was performed and inferior vena cava and portal vein were
isolated. The portal vein was ligated and cut. The inferior vena cava was clamped and an
elliptical piece 1.5 times the diameter of the portal vein was removed. The end-to-side PCA was
performed under a surgical microscope in less than 15 min. Five control rats of the same sex and
age underwent a sham operation where the inferior vena cava and portal vein were isolated and
clamped for 15 min, without performing the end-to-side PCA. All rats were sacrificed 4 weeks

after surgery by decapitation.

Cerebrospinal fluid (CSF) sampling

CSF was collected by inserting a catheter into the cisterna magna. The rat was
anesthetised with isoflurane and the skull was immobilized in a stereotaxic apparatus. An
incision was made on the back of the head and the occipital bone was exposed. A dental burr was
used to drill a hole on the saggital midline rostral to the interparietal-occipital bone suture. A PE-
10 tubing catheter was inserted into the cisterna magna through the dura mater. Silastic tubing
was attached to the catheter and to a 22G” needle connected to a syringe. CSF was collected and
immediately frozen in deeply cooled isopentane. After this procedure, arterial plasma and brain

samples were collected, immediately frozen and stored at -80°C.
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Experiments were conducted following the Guidelines of Canadian Council on Animal

Care and were approved by the Animal Protection Committee of CHUM Research Center.

Measurement of ammonia concentration

Ammonia concentrations were measured in arterial plasma and CSF using a commercial
kit (Sigma, St. Louis, MO). Ammonia concentrations were assessed based on the reaction with
a-ketoglutarate and reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) in presence
of L-glutamate dehydrogenase. Oxidation rate of NADPH was recorded by the decrease in
absorbance at 340 nm. Ammonia concentration was calculated according to the manufacturer’s
protocol.

Data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Significance of
difference was tested with the Student t-test using GraphPad Prism 4 (La Jolla, CA). Probability

values of p< 0.05 were considered to be statistically significant.

Tissue preparation

Frontal cortex (PCA or sham [n = 5]) was homogenized in lysis buffer (50 mM Tris
pH 7.5, I mM EDTA, 1/500 cold protease inhibitor cocktail, [Sigma]). Homogenates were
centrifuged 40 min at 13,000 g at 4°C. The cleared supernatant was taken and protein content

was determined according to the method of Lowry et al., (1951).
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Measurement of HNE modified proteins by immunoblotting

Samples containing 75 ug of cortex proteins or 50 pg plasma proteins were separated by
8% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gels electrophoresis (SDS-PAGE), and then
transferred to polyvinylidene difluoride membranes. Membranes were blocked with 5% skim
milk in TBS-T buffer (1 mM Tris, 10 mM NaCl and 0.5% Tween-20) for 1 h at room
temperature and followed by 1 h incubation with primary antibodies. Plasmatic proteins were
incubated with goat polyclonal anti-HNE antibody (Academy Bio-Medical, Houston, TX) at a
dilution of 1:500 and cortex proteins with rabbit polyclonal anti-HNE antibody (Calbiochem,
San Diego, CA) at a dilution of 1:1000. Membranes were washed 3 times in TBS-T buffer for
Smin and then incubated for 1 h at room temperature, with the corresponding secondary
antibody labelled with horseradish peroxidase (HRP) at a dilution of 1:10 000 and washed 3
times in TBS-T buffer for 5 min. Immunoreactivity was detected with chemiluminescence
reagent (GE Healthcare, Piscataway, NJ) and probed on X-ray film (UXR, Dorval, QC). A
monoclonal antibody to B-actin (Sigma) was used at a dilution of 1:200 000 as a control of

protein loading.

Measurement of carbonyl group on proteins side chains

Carbonyl groups on proteins were detected by a commercial kit (Oxy Blot™ Protein
Oxidation Detection Kit, Millipore, Billerica, MA). Cortex or plasma protein samples (20 ug)
were mixed with 12% SDS. Derivation was done by adding 2, 4-dinitrophenylhydrazine (DNPH)

solution and incubated at room temperature for 15 min and stopped with a neutralization
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solution. The DNP-derivatized proteins samples were separated by SDS-PAGE followed by
western blot using an anti-DNP antibody, at a dilution of 1:300, and with a goat anti-rabbit HRP-

conjugated antibody (dilution of 1:300).



Yang et al / Metab. Brain Dis. / xxiv

RESULTS

PCA is a widely-used animal model characterised with minimal HE and
hyperammonemia (Butterworth et al., 2009). The concentration of ammonia in arterial plasma
was significantly higher in PCA vs sham-operated control rats (142.3 uM =+ 12.0 vs
83.7 uM £ 5.4). Centrally, in the CSF, ammonia was significantly higher in PCA vs sham-
operated controls (135.1 uM £ 22.9 vs 22.0 uM = 8.2 respectively) (Fig. 1).

In order to evaluate the status of oxidative stress, HNE-linked proteins and carbonyl
levels on protein side chains (oxidative stress markers) were assessed in arterial plasma and
frontal cortex tissue by western blot. HNE derivatives did not demonstrate any significant
difference in PCA rats compared with sham-operated controls in both arterial plasma (Fig. 2A)
and frontal cortex (Fig. 2B). No significant difference was found in carbonyl levels on protein
side chains in both arterial plasma (Fig. 3A) and frontal cortex (Fig. 3B), between PCA and

sham-operated controls.
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DISCUSSION

Hyperammonemia, leading to neurotoxic concentrations of ammonia, iS an important
factor in the pathogenesis of HE however its exact mechanisms of brain impairment are unclear.
PCA shunts gut-derived ammonia from the portal vein to the systemic circulation (inferior vena
cava) and results in hyperammonemia and HE, commonly seen in cirrhotic patients following a
transjugular intrahepatic portosystemic shunt (Masson et al., 2008). The present study
demonstrates that a significant increase in arterial plasma and CSF ammonia levels in PCA rats
does not lead to an increase in oxidative stress (HNE and carbonyl derivatives) in both arterial or
CSF compared to sham-operated controls.

Recently, oxidative stress has been demonstrated to play a role in the pathogenesis of HE
(Norenberg et al., 2004). Cultured astrocytes treated with 5 mM ammonia (for <24 h) results in
an increase in lipid peroxidation and protein carbonyls, two markers of oxidative stress
(Norenberg et al., 2007; Widmer et al., 2007). Furthermore, HO-1 expression (mRNA and
protein), another marker of oxidative stress, increases following 72 h of ammonia treatment to
cultured astrocytes (Warskulat et al., 2002). Similar results have been found when naive animals
are injected with a high dose of ammonia. Acute ammonia injection to rats leads to an increase in
lipid peroxidation, a decrease in antioxidant enzyme activities and in glutathione reserves
(Kosenko et al., 2003), along with an increase in HO-1 protein (Warskulat et al., 2002). The
induction of acute ammonia-induced oxidative stress occurs within 11 min following an
intraperitoneal injection of 12 mmol’kg ammonia with an increase in superoxide radical

production (Kosenko et al., 2003).
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To date, most in vivo studies have associated oxidative stress with HE in models of acute
liver failure, which are characterized with hyperammonemia, increased brain ammonia, brain
edema, intracranial hypertension, severe HE and death. Oxidative stress was demonstrated in rats
with thioacetamide-induced fulminant hepatic failure (Bruck et al., 1999; Reddy et al., 2004;
Sathyasaikumar et al., 2007)with blood and brain ammonia levels of ~1.5 mM and ~710 uM
respectively (Sathyasaikumar et al., 2007). In our present study, the 4-week PCA model of
chronic hyperammonemia and minimal HE was not accompanied with an induction of oxidative
stress. This suggests acute and high ammonia, and not chronic moderate hyperammonemia,
induces oxidative stress and may be implicated in brain edema and/or severe HE.

Ammonia-induced oxidative stress, usually a result of decreased antioxidant capacity
(Sathyasaikumar et al., 2007), leads to cellular protein modifications and dysfunction (Norenberg
et al., 2004). Hilgier et al., (2003) showed an accumulation of hydroxyl radicals in the
microdialysates following ammonia intoxication (60 mM) intrastriatally via a microdialysis
probe. This increase was seen at 160 min following the injection, but returned to baseline levels
after 240 min, suggesting this ammonia-induced ROS increase is transient. Numerous studies
have demonstrated treatment with antioxidants against ammonia-induced oxidative stress is very
efficacious (Bruck et al., 1999; Guerrini, 1994; Widmer et al., 2007) implying oxidative stress is
treatable and reversible. However it is uncertain whether the beneficial effect of antioxidants is a
direct effect on attenuating oxidative stress or solely by ameliorating the liver and subsequently

reducing ammonia.
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In present study, oxidative modification of proteins involving HNE derivatives and
carbonyl levels in protein side chains in plasma and frontal cortex were unchanged between PCA
and sham-operated controls rats. This suggests PCA-induced hyperammonemia does not lead to
oxidative stress in either blood or brain. One explanation may be due to the subtle increase in
blood and brain ammonia. Compared to ammonia-treated induction of oxidative stress in both in
vitro and in vivo models, a concentration of ~150 uM found in PCA rats is relatively low.
Furthermore, oxidative stress may only be implicated in severe HE or death as demonstrated in
the acute ammonia-intoxication models compared to the PCA rat, a Type B model of minimal
HE (Butterworth et al., 2009). Therefore chronic and moderate hyperammonemia in PCA rats is
not suffice to induce oxidative stress.

In conclusion, a 4-week PCA rat of minimal HE and moderate hyperammonemia didn’t
express any signs of oxidative stress in either the systemic circulation or the central nervous
system. The absence of oxidative stress might be due to a chronic moderate elevated ammonia

levels and/or a compensated functional antioxidant system.
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FIGURES LEGENDS
Fig. 1: Ammonia concentrations in plasma and CSF from PCA and sham-operated control rats.

Results are expressed as mean = S.E.M. **p<0.005 as compared to sham-operated rats.

Fig. 2: Detection of HNE-linked proteins in arterial plasma (A) and frontal cortex (B) from PCA

and sham-operated control rats.

Fig. 3: Detection of carbonyl groups on protein side chains in arterial plasma (A) and frontal

cortex (B) from PCA and sham-operated control rats.
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