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1. Activité enzymatique 

 

1.1. Statut enzymatique antioxydante 

 

Afin d’évaluer le statut enzymatique antioxydant myocardique des rats de chaque 

population à la fin des différents séjours expérimentaux, des cœurs ont été prélevés, clampés à 

froid dans de l’azote liquide puis conservés à –80°C. Les tissus ventriculaires prélevés étaient 

homogénéisés dans un tampon Tris-HCl (Tris HCl 60mM), contenant 1 mM d’acide 

diéthylènetriaminepenta-acétique (pH 7.4, 10ml/g w.wt), à l’aide d’un  homogénéisateur de 

téflon. Les tissus homogénéisés étaient ensuite centrifugés à 2000 g et 4°C pendant 10 min 

afin d’éliminer les débris cellulaires. L’homogénat ainsi obtenu était utilisé pour évaluer les 

activités enzymatiques de la SOD, de la CAT et de la GPx. Les activités enzymatiques sont 

exprimées en unité internationale par milligramme de protéine (UI/mg prot). Le dosage des 

protéines de l’homogénat était réalisé selon la méthode décrite par Lowry et al., (1951). 

 

1.1.1. Evaluation de l’activité enzymatique de la SOD. 

  

 Le dosage de l’activité de la SOD cardiaque a été réalisé selon la méthode décrite par 

Marklund (1976), fondée sur l’inhibition de l’auto-oxydation du pyrogallol avec l’O2
.-
 par la 

SOD. La réalisation d’une droite de référence de la variation de la densité optique par min 

(ΔDO/min) à partir de solutions gammes de SOD commerciale (de 0 à 25 mg/L) permettait 

d’évaluer la concentration de SOD des échantillons tissulaires. La ΔDO/min était déterminée 

par spectrophotométrie à 410 nm. 
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1.1.2. Evaluation de l’activité enzymatique de la CAT. 

 

 Le dosage de l’activité de la CAT cardiaque a été réalisé selon la méthode décrite par 

Beers et Sizer (1952), fondée sur la décomposition de l’H2O2 par la CAT. L’activité de la 

CAT était déterminée par spectrophotométrie suivant la disparition de l’H2O2 à 240 nm. 

 

1.1.3. Evaluation de l’activité enzymatique de la GPx. 

 

 Le dosage de l’activité de la GPx cardiaque a été réalisé selon la méthode décrite par 

Flohe et Gunzler (1984), fondée sur la réduction des hydroperxydes organiques en alcools par 

la GPx parallèlement à l’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG). 

Ce dernier, dont la formation est dépendante de l’activité de la GPx, est ensuite réduit par la 

glutathion réductase (GRx) en présence de NADPH.  L’activité de la GPx était déterminée par 

spectrophotométrie suivant la décroissance de l’absorption du NADPH à 340 nm.  

 

2GSH + ROOH GSSG + H2O + ROH

GSSG +NADPH + H+ 2 GSH +NADP+

GPx

GRx

 

 

1.1.4. Evaluation de l’activité de la thioredoxine réductase  

 

La thiorédoxine est une enzyme à activité antioxydante intrinsèque qui est réduite par 

la thiorédoxine réductase (TrxR). L’évaluation de l’activité de la TrxR peut être utilisée 

comme marqueur du stress oxydant. En effet, en situation de stress oxydant, l’expression de la 
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thiorédoxine et de la TrxR est activée de façon à renforcer le statut antioxydant cellulaire 

global. Le dosage de l’activité de la TrxR a été réalisé selon la méthode dérivant de celle 

d’Ellman Riddles (Arner et al., 1999). Ce dosage est fondé sur la réduction du réactif 

d’Ellman (le DTNB) en TNB en présence de NADPH. L’activité de l’enzyme était 

déterminée en suivant l’augmentation de l’absorption du TNB à 405 nm. 

 

1.2. Activité de la lactate déshydrogénase (LDH) dans les effluents coronaires 

au cours du protocole d’IR 

 

La LDH, utilisée comme marqueur de mort cellulaire, a été dosée à partir du recueil 

des effluents coronaires réalisé au cours du protocole d’IR. L’évaluation de son activité était 

effectuée à l’aide d’un kit de dosage spécifique (LDH-P, BIOLABO SA, France). Le principe 

repose sur la réaction, médiée par la LDH, du pyruvate avec le NAD pour former du lactate et 

du NADH. L’activité de la LDH était déterminée par spectrophotométrie suivant la disparition 

du NAD à 340 nm. 

 

2. Production de NO au cours du protocole d’IR 

 

La production de NO a été estimée à partir de l’évaluation de la concentration de 

dérivés nitrés (nitrites/nitrates) dans les effluents coronaires. La quantification des 

nitrites/nitrates dans ces effluents est en effet classiquement utilisée dans la littérature 

scientifique comme indice de la production de NO (Kobara et al., 2003 ; Bitar et al., 2005 ; 

Heinzel et al., 2008). Le dosage des nitrites totaux a été réalisé suivant la méthode de Griess 

après réduction des nitrates en nitrites (QuantiChrom Nitric Oxide Assay Kit (DINO-250)). 

La quantité de nitrite était déterminée par évaluation de l’absorbance à 540 nm. 
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3. Peroxydation lipidique myocardique 

 

La peroxydation lipidique myocardique a été estimée à partir de la concentration 

tissulaire en substances réagissantes avec l’acide thiobarbiturique (TBARS). Les tissus VG 

prélevés étaient homogénéisés dans 1 ml de solution d’acide trichloroacetic 0,1 % (TCA). 

L’homogénat était ensuite centrifugé à 12000 g pendant 15 min et 0.5 ml de surnageant était 

ajouté à 1 ml de solution à 0.5 % d’acide thiobarbiturique (TBA) et 20 % de TCA. La solution 

était incubée dans l’eau bouillante pendant 30 min, puis la réaction était stoppée en la plaçant 

dans un bain d’eau glacée. Les tubes étaient vortexés et 200 μl étaient placés dans une plaque 

96 puits afin de lire l’absorbance du surnageant à 532 nm. La valeur d’absorption non 

spécifique à 600 nm était soustraite. La concentration de TBARS était ensuite calculée en 

utilisant un coefficient d’extinction de 155 mM
-1

.cm
-1

. 

 

4.  Western blots  

 

4.1. Préparation des échantillons 

 

Les échantillons tissulaires congelés étaient homogénéisés au potter, dans une solution 

tampon à 4°C (50 mM Tris-HCl, pH=6,7 ; 1 % SDS ; 10 % glycerol, inhibiteurs de la protéase 

(AEBSF 104 mM ; Aprotinine 80 μM ; Leupeptine 2 mM ; Bestatine 4 mM ; Pepstatin A 1.5 

mM ; E-64 1.4 mM ; P8340 Sigma-Aldrich)).  
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4.2. Dosage des protéines 

 

La méthode de l’acide bicinchonique (BCA) a été utilisée pour la quantification des 

protéines. Ce dosage est basé sur la réduction du Cu
2+

 en Cu
+
 par les protéines et la réaction 

de ce dernier avec le BCA. Le complexe coloré BCA-Cu
+
 formé présente une très forte 

absorbance à 562 nm, laquelle est linéaire avec l’augmentation des concentrations protéiques. 

Une gamme étalon d’albumine bovine était réalisée puis les échantillons étaient testés (100 

µL d’échantillons pour 2 ml de réactif). Après 30 min d’incubation à 37°C avec le réactif kit 

de dosage BSA Pierce (BCA Protein Assay kit, Pierce, Rockford IL), la densité optique était 

mesurée à 562 nm. 

 

4.3. Western immunoblotting 

 

Les échantillons étaient préparés avec du β-mercaptoethanol, bouillis pendant 5 min à 

95°C puis, une quantité identique de protéines de chaque échantillon était placée sur le gel 

SDS-PAGE  (gel à gradient de 4 – 20 % pour l’évaluation de l’expression des SERCA-2a  et 

gel simple à 15 % pour l’évaluation de l’expression de TNF-α) et l’électrophorèse était 

réalisée. Un marqueur de poids moléculaire était mis à migrer simultanément avec les 

échantillons. Les protéines étaient ensuite transférées sur une membrane en polyvinylydène 

difluoride (PVDF) par electroblotting dans un appareil de transblot « Bio-Rad transfer 

apparatus » (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA). Les membranes étaient placées à incuber 

dans une solution de blocage pendant 1 heure à température ambiante (TBS 1X, 0.1 % 

Tween-20 et 3 % BSA). Ensuite, les membranes étaient incubées sous agitation avec 

l’anticorps primaire spécifique soit pendant 1 heure à température ambiante, soit toute la nuit 

à 4°C (TNF-α : 1/1000 ; SERCA-2a : 1/12500 ; GAPDH : 1/2000). Puis, l’anticorps 
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secondaire spécifique était mis au contact de la membrane 1 heure à température ambiante. 

Un système luminescent ECL (Pierce, Rockford, IL) était ensuite utilisé pour la mise en 

évidence autoradiographique. La photographie était scannée, puis l’intensité de chaque bande 

était quantifiée par le logiciel ImageJ (Image J, V1.28 image processing and analysis software 

from the National Health Institute, U.S.A.). La quantité de protéines était exprimée en 

fonction de la quantité de GAPDH. 

  

4.4. Evaluation immuno-histologique de l’expression de iNOS cardiaque 

 

Les cœurs étaient fixés durant un minimum de 24 heures dans la formaline (10 %, 

Sigma HT50) puis étaient coupés en tranches de 4 μm au microtome. Après avoir réalisé un 

déparaffinage et un démasquage antigénique (Dako S2031), un blocage des péroxydases 

endogènes était réalisé (Dako S2001). Les coupes étaient incubées avec l’anticorps primaire 

toute la nuit à 4°C (iNOS ; 1/200) ; puis incubées 25 min avec l’anticorps secondaire biotinylé 

à température ambiante (Anti-mouse, anti-rabbit ; Dako (K5003)). Elles étaient ensuite 

incubées 25 min avec de la streptavidine peroxydase (Dako) et 6 min avec de l’AEC (substrat 

de la peroxydase). Les lames étaient enfin montées à l’eau (Faramount aqueous Dako 

(S3025)) et photographiées. L’expression de iNOS était évaluée par quantification 

colorimétrique à l’aide du logiciel ImageJ (Image J, V1.28 image processing and analysis 

software from the National Health Institute, U.S.A.). 
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VIII. Traitement statistique 

 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± somme des erreurs standards 

(SEM). Le traitement statistique a été effectué à l’aide du logiciel Statview 5.0. (SAS institute 

Inc., Cary, NC, USA). Les différents paramètres évalués transversalement ont fait l’objet 

d’une analyse de variance factorielle (ANOVA à un facteur ou deux facteurs lorsque 

nécessaire). Les différents paramètres longitudinaux (pressions, débits coronariens...) ont été 

analysés à l’aide d’une ANOVA à mesures répétées. En cas d’interaction entre 2 facteurs, des 

tests a posteriori (test de Tukey-Kramer) ont été réalisés. La distribution des cœurs basée sur 

les scores d’arythmies a été analysée à partir du test non paramétrique de Mann-Whitney. Les 

variables réparties de façon binomiale ont été analysées à l’aide d’un test non paramétrique de 

comparaison des proportions dit du « Chi carré », corrigé pour la continuité par la méthode de 

Yates. Pour toutes les comparaisons statistiques réalisées dans ce travail, le risque d’erreur de 

1
ère

 espèce α est fixé à 5 % et le degré de significativité est fixé à 5 % (p<0,05). 
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Aggravation des lésions cardiaques d’ischémie-reperfusion chez un 

modèle de rats exposés à une pollution de type citadine au CO 
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I. Etude n°1 

 

1. Résumé article 1  

 

1.1. Contexte scientifique 

 

Les effets cardiovasculaires du CO ont été fortement étudiés dans le cadre de travaux 

en toxicologie, toutefois peu d’études se sont intéressées aux effets d’une exposition 

chronique à de faibles concentrations de CO telles que retrouvées dans le cadre de pollutions 

urbaines. Quelques travaux récents ont cependant mis en évidence qu’une exposition 

prolongée à ce gaz, à des concentrations observées en milieu urbain, était à l’origine du  

développement d’un phénotype cardiomyocytaire pathologique (Bye et al., 2008 ; Andre et 

al., 2010). Celui-ci est caractérisé, chez une population de rats exposée à des faibles 

concentrations de CO, par une modification du statut redox cellulaire et une altération du 

couplage excitation-contraction expliquée notamment par des troubles de l’homéostasie 

calcique. Ce remodelage cellulaire pathologique, sans incidence fonctionnelle majeure au 

niveau de l’organe, est néanmoins discuté par les auteurs (Andre et al., 2010) comme étant un 

facteur important pouvant influencer la sensibilité du myocarde à un stress ischémique aigu 

(Myers et al., 1985 ; Steenbergen et al., 1987 ; Steenbergen et al., 1990 ; Steenbergen et al., 

1993 ; Imahashi et al., 2005 ; Murphy et Steenbergen, 2008). Ainsi, l’objectif de cette étude 

n°1 était :  
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D’évaluer l’impact du remodelage phénotypique cellulaire, observé chez une 

population de rats exposés à une pollution de type citadine au CO, sur la sensibilité du 

myocarde au syndrome d’IR ? Plus particulièrement, le travail a été axé sur l’implication 

potentielle de la surcharge calcique et du stress oxydant. 

  

 

1.2. Méthodologie 

 

Les rats sont répartis en 2 groupes expérimentaux. Un groupe est conservé en milieu 

sain et l’autre exposé durant 4 semaines 12 heures par jour à une pollution résiduelle de 30 

ppm de CO complétée par 5 pics d’une heure à 100 ppm. Suite à cette période d’exposition, 

un protocole d’IR régionale sur cœur isolé perfusé de Langendorff est réalisé. Afin d’évaluer 

le rôle du Ca
2+

 intracellulaire sur la sensibilité du cœur à l’IR, un protocole d’A/R était 

également mis en oeuvre sur cardiomyocytes isolés chargés avec un indicateur calcique. 

Enfin, l’implication du stress oxydant est évaluée par incubation des cardiomyocytes avec de 

la N-acetylcystéine (NAC, 20 µM) au cours du protocole d’A/R et par l’évaluation du statut 

enzymatique antioxydant. 

 

1.3. Résultats majeurs 

 

Ce travail montre pour la première fois qu’une exposition prolongée à de faibles 

concentrations de CO rend le cœur plus vulnérable à un accident ischémique aigu. En effet, 

les lésions de reperfusion sont plus marquées chez les rats CO comparés à leurs homologues 

exposés en environnement standard d’animalerie. Ceci est notamment caractérisé par une 

aggravation des arythmies de reperfusion et une augmentation de la mort cellulaire. Ce 
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résultat semble pouvoir être expliqué par le remodelage phénotypique cardiomyocytaire 

défavorable (diminution des défenses enzymatiques antioxydantes et altération de 

l’homéostasie calcique).   

 

Les rats exposés pendant 4 semaines au CO sont plus sensibles à l’IR myocardique. 

La surcharge calcique diastolique et un stress oxydant plus important au cours de la 

reperfusion post-ischémique semblent pouvoir expliquer ce résultat. 

 

2. Article n°1 : 
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3. Résultats additionnels 

 

Au cours du protocole d’IR myocardique, nous avons également mesuré la production 

de NO au moment de la reperfusion dans nos deux populations. De plus, une évaluation de 

l’expression de la eNOS cardiaque a aussi été réalisée. Ces résultats, n’ayant pas donné lieu à 

publication, font l’objet de cette présentation séparée. 

 

Le NO 

 

La quantité de NO synthétisée est aujourd’hui largement décrite comme jouant un rôle 

non négligeable dans la sévérité des lésions d’IR myocardique (Jones et Bolli, 2006 ; 

Ferdinandy et al., 2007). Une surproduction de NO liée à l’apport massif d’O2 au niveau des 

NOS a préalablement été rapportée au moment de la reperfusion, (Wang et Zweier, 1996). En 

condition pro-oxydante, cette production accrue de NO pourrait jouer un rôle délétère 

notamment via sa réaction avec l’O2
.-
 à l’origine de la formation de ONOO

-
 (Beckman et 

Koppenol, 1996 ; Wang et Zweier, 1996). Il semblait donc intéressant d’évaluer les effets du 

CO sur la production myocardique de NO au cours de la reperfusion post-ischémique.  

La production de NO estimée à partir du dosage des nitrites/nitrates au cours des 

premières minutes de reperfusion est dans notre travail significativement augmentée chez les 

rats CO comparés aux rats Ctrl (10,02 ± 0,89 vs. 4,86 ± 0,65 μM.ml
-1

.min
-1

; p<0.05) (Figure 

29). Le rôle potentiel de cette surproduction de NO dans la plus grande vulnérabilité du 

myocarde au syndrome d’IR sera l’objet de l’étude n°2 de ce travail de thèse.  
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Figure 29 : Production myocardique de NO après une séquence 

d’ischémie (30 min) et de reperfusion (5 min), évaluée par 

quantification des nitrites et nitrates dans les effluents 

coronaires. * p<0,05 rats CO vs. rats Ctrl. 

 

 

La eNOS cardiaque 

 

L’expression des différents isoformes de NOS est modulable en condition 

physiopathologique. Il a notamment été montré qu’une grande variété de stimuli peut 

entrainer une augmentation (Insuline, VEGF, forces de cisaillement...) ou une diminution 

(Erythropoïétine, TNF-α, iNOS...) de l’expression tissulaire de eNOS (Govers et Rabelink, 

2001 ; Balligand et al., 2009). Bien qu’une surproduction de NO liée à une activité/expression 

augmentée de la eNOS soit le plus souvent rapportée comme bénéfique, dans notre modèle, 

cette production accrue de NO au cours du syndrome d’IR est associée, chez la population de 

rats CO, à une plus grande vulnérabilité du myocarde. Cependant, il nous a semblé 

intéressant, au vu des résultats présentés, d’évaluer l’expression de la eNOS cardiaque chez 

nos rats exposés de façon prolongée au CO. 
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L’expression de la eNOS cardiaque est dans notre travail inchangée chez les rats 

exposés au CO comparés aux rats Ctrl (Figure 30). Il apparaît donc probable que cette 

surproduction de NO chez la population de rats CO soit liée à une modification d’expression 

d’un autre isoforme de NOS. Ainsi la potentielle implication d’une expression induite de 

iNOS dans le tissu myocardique de nos rats exposés au CO sera étudiée dans l’étude n°2 de ce 

travail de thèse. 
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Figure 30 : Expression myocardique de eNOS évaluée par western blot.  

 


