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ABSTRACT

ABSTRACT

Oxidative stress is an abnormal phenomenon occurring inside our cells or tissues when
production of oxygen radicals (endogenous or exogenous) exceeds their antioxidant capacity.
Excess of free radicals not neutralized by the defense systems is very damaging for the

essential macromolecules of our cells (lipids, proteins, DNA).

Oxidative stress is also one of the factors that potentiate the development of
multifactorial diseases such as diabetes, Alzheimer's disease, rheumatism and cardiovascular
diseases. The understanding of oxidative stress requires a good knowledge of the reactivity of
the various reactive oxygen species (ROS) and the mechanisms of action of the antioxidant

systems.

In this work, we will detail the cellular oxidant and antioxidant systems and will present
examples of diseases related to oxidative stress. We will also discuss studies that seem to

highlight antioxidants as a way to combat oxidative stress.

Key words: Free radicals, Reactive oxygen species, Oxidative stress, Antioxidants,
Natural antioxidants, Multifactorial diseases.



RESUME

RESUME

Le stress oxydant est une circonstance anormale que traversent parfois nos cellules ou un
de nos tissus lorsqu’ils sont soumis a une production, endogéne ou exogene, de radicaux
libres oxygénés qui dépasse leurs capacités antioxydantes. L’excés de radicaux libres non
neutralisés par les systemes de défense est tres dommageable pour les macromolécules

essentielles de nos cellules (lipides, protéines, ADN).

Le stress oxydant est aussi un des facteurs potentialisant l'apparition de maladies
plurifactorielles tels le diabéte, la maladie d'Alzheimer, les rhumatismes et les maladies
cardiovasculaires. La compréhension du stress oxydant passe par une bonne connaissance de
la réactivité des diverses especes réactives de I’oxygene (ERO) et des mécanismes d'action

des systéemes antioxydants.

Dans ce travail, nous détaillerons les systéemes oxydants et antioxydants cellulaires et
présenterons des exemples de maladies liées au stress oxydant. Nous discuterons aussi des
études qui semblent mettre en évidence les antioxydants comme un moyen pour lutter contre

le stress oxydant.

Mots clé: Radicaux libres, Especes réactives de I’oxygene, Stress oxydant,
Antioxydants, Antioxydants naturels, Maladies multifactorielles.






INTRODUCTION GENERALE

Introduction

L'oxygene (ou dioxygene, O,) est un gaz indispensable a la vie, apparu sur la Terre il y a
plus de 2 500 millions d’années, simultanément au développement de la photosynthése par les
algues bleues. A I'exception de certains organismes anaérobies et aérotolérants, I'oxygene est
nécessaire a tous les animaux, plantes et bactéries pour produire de I'énergie par
I'intermédiaire de chaines de transport d'électrons telles que celle existant dans les

mitochondries des cellules eucaryotes (Steinberg et al., 1989).

Les conséquences de I’activité mitochondriale sont doubles et paradoxales. D'une part,
les mitochondries fournissent a la cellule, grace a I’oxygene, une source d'énergie importante
sous forme d'adénosine triphosphate (ATP) a haut potentiel énergétique. D’autre part, une
faible fraction de I’oxygéne (environ 0,4 a 4%) n’est pas correctement convertie en eau suite a
des imperfections de la chaine respiratoire mitochondriale. L'oxygéne donne alors naissance a
des especes réactives de I'oxygene (ERO) parmi lesquelles figurent des radicaux libres comme

I'anion superoxyde ou le radical hydroxyle (Haleng et al., 2007).

Ces ERO, utiles a I’organisme a faibles doses, sont produits par divers mécanismes
physiologiques.Elles jouent, en effet, un réle de messagers secondaires capables, notamment,
de réguler le phénomene de I’apoptose ou d’activer des facteurs de transcription (Haleng et
al., 2007). Cependant, cette production peut étre amplifiée de facon excessive par différents
mécanismes physiopathologiques (inflammation, réactions enzymatiques,...) ou facteurs
environnementaux (tabac, alcool, pollution atmosphérique, rayonnement UV ...) provoquant
ainsi des dégats cellulaires (Favier, 2006).

En fait, la nature instable des EROs les rend trés réactifs vis-a-vis de substrats
biologiques et capables d’induire des modifications oxydatives déléteres potentiellement
impliquées dans I’apparition de pathologies (Haleng et al., 2007).

Toutefois, un maintien d'un niveau non cytotoxique d’ERO est assuré par des systemes
dits antioxydants, développés par l'organisme.Ces systemes comprennent des enzymes qui
catalysent la réduction des EROs (e.g. catalase, superoxydes dismutases ou glutathion
peroxidases), et des molécules non enzymatiques qui les neutralisent (e.g. glutathion réduit,
acide ascorbique, vitamine E et polyphénols) (Bouayed, 2010 ; Lushchak, 2011 ; Regoli et
Giuliani, 2014). Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systemes engendre une

augmentation des dommages tissulaires, c’est le stress oxydant (Droge, 2002).
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Le stress oxydatif (ou stress oxydant) est donc un type d’agression des constituants de la
cellule d0 aux espéces réactives oxygénées qui vont s’attaquer aux membranes cellulaire, aux
protéines et a I’ADN. Le stress oxydant ainsi genéré a eté au cours des derniéres années de
plus en plus impliqué dans des pathologies diverses telles que les cancers, I’hypertension et le
diabéte de type 2. La plupart de ces pathologies apparaissent avec I'age, car le vieillissement
diminue les défenses anti-oxydantes et augmente la production mitochondriale de radicaux
(Favier, 2003).

L'évaluation du stress oxydant peut donc s'averer utile en pratique clinique, afin de
comprendre les mécanismes de déclenchement et de développement de ces pathologies et de
développer des stratégies diagnostiques et thérapeutiques. La possibilité d’évaluer les causes
(production d’ERO), les conséquences (dommages oxydatifs) et les réponses de I’organisme
(systeme antioxydant) au stress oxydant constitue un important intérét a I’évaluation de ces

marqueurs (Ruas et al., 2008).

Au vu de ces données, ce travail est une revue de littérature introduisant le concept du
stress oxydant. Les sources des EROs et leurs conséquences biologiques sont abordees dans
un premier temps. Les différents types et sources d'antioxydants, sont ensuite présentées.
D’autre part, nous avons mentionné les différentes pathologies liées au stress oxydant et nous
nous sommes aussi intéresses dans ce memoire, de présenter les principales méthodes
utilisées pour le dosage des marqueurs du stress oxydant ; et les résultats de recherches

précédentes qui ont été menées dans le but de comprendre et de lutter contre ce phénomeéne.

Enfin, avant de présenter les perspectives sur les quelles ce sujet serait susceptible de

déboucher, ce mémoire sera terminé par une conclusion générale.
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I. Stress oxydant
1. Radicaux libres
1.1. Généralité sur les radicaux libres

En révisant la littérature, on remarque souvent un point symbolique a c6té d'une
abréviation chimique telle que ("OH), ce point signifie un radical libre (Scheibmeir et al., 2005).
La présence des radicaux libres dans les matiéres biologiques a été découverte a moins de 50
ans (Droge, 2002).

Un radical libre est défini comme toute molécule possédant un ou plusieurs électrons non
appariés (Jacques et André., 2004). La présence d’electron célibataire confere aux radicaux
libres une grande réactivité (demi-vie courte) et ils peuvent étre aussi bien des especes

oxydantes que réductrices (Bonnefont-Rousselot et al., 2003).

En fait, un radical libre est trés instable et réagie rapidement avec d’autres composants,
essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité, une réaction en chaine
débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche en lui arrachant son

électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre (Martinez-Cayuela, 1995).

L’instabilité des radicaux libres rend difficile leur mise en évidence au niveau des
différents milieux biologiques ; leurs constantes de vitesse réactionnelles variables selon leurs
natures, sont trés élevées et peuvent aller de 10° 410" mol™.L.s* (Bonnefont-Rousselot et
al.,2003).

1.2.Les radicaux libres biologiques

En biologie, les radicaux libres sont formés le plus souvent par gain d’électron a partir de
1’0, (Droge, 2002). Les radicaux dérivés d'oxygene représentent, en effet, la classe la plus
importante d'espéces radicalaires générées dans les systemes vivants a cause de I’importance de
leur métabolisme aérobie (Valko et al.,2007). Cependant, d’autres especes radicalaires sont

encore a considérer, a savoir les espéces réactives de I’azote (Palmer et al., 1988).

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il

convient de distinguer (Favier, 2003) :

* Des radicaux primaires : dérivent de I’oxygene par des réductions a un électron tel

Anion superoxyde O,", et le radical hydroxyle OH"; ou de I'azote tel le monoxyde d'azote NO".



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Stress oxydant

*  Des radicaux secondaires : se forment par réaction de ces radicaux primaires sur les

composés biochimiques de la cellule.

* D’autres espéces dérivées de I’oxygéne : dites espéces actives de I'oxygene comme
I’oxygéne singulet’O,, le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont

pas des radicaux libres, mais sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de radicaux.

L'ensemble des radicaux libres et de leurs précurseurs est souvent appeléespéces réactives

de l'oxygene (ERO), ou de I’anglais reactive oxygen species (ROS) (tab.1)

Tableau 1:Principales ERO radicalaires et non-radicalaires (Dwassy, 2014)

Espéces réactives de I'oxygéene (ERO)
Radicalaire Non radicalaire
Radical superoxyde: O," Peroxyde d’hydrogeéne: H,0,
Radical hydroxyle: OH’ lon hypochlorite: CIO®
Peroxyle: RO, Ozone: O3
Alkoxyle: RO’ Oxygéne singulet: 'O,
Hydroperoxyle: HO,' Peroxynitrite: ONOO®

Dans les circonstances quotidiennes normales, ces ERO sont produites en faible quantité
comme des médiateurs tissulaires ou des résidus des réactions énergétiques ou de défense, et
cela sous le contréle de systemes de défense (antioxydants) adaptatifs par rapport au niveau de
radicaux présents (Favier, 2003). Cependant, les ERO provoquent des dommages cellulaires si
elles sont produites d'une maniéere incontrolée et sont alors a 1’origine d’un stress oxydant (SO)
(Kim et al., 2009).

2. Définition du stress oxydant

Comme cité précédemment, des composés a fort potentiel oxydant, sont produits
constamment en situation physiologique au sein d’un organisme. Il se met alors en place un
systeme antioxydant. Dans ces conditions, on dit que la balance pro-oxydants/anti-oxydants est
en équilibre. Mais, ’organisme peut étre confronté a une surexposition a des composes
oxydants lorsque la production endogéne d’ERO devient excessive ou suite a I’exposition a un

phénomeéne toxique exogéne. Lorsqu’un déséquilibre intervient (par surproduction de composés

4
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pro-oxydants ou par déficit en substances antioxydantes), on parle de stress oxydatif ou stress
oxydant (Favier, 2003).

3. Mécanismes de production des principales ERO
Parmi les EROs, on peut distinguer quatre espéces principales (fig.1):1’anion superoxyde

(0,"), le peroxyde d’hydrogéne (H,05), le radical hydroxyle (OH") et I’oxygéne singulet (*O5) :

3.1. L’anion superoxyde O,

L’anion superoxyde O, constitue le précurseur de la plupart des ERO et induit les
réactions oxydatives en chaine (Abele et al.,2002). C’est 1’espéce la plus couramment générée
par la cellule, par réduction d’une molécule d’O, (Wolin, 1996). A 1’état fondamental, 1’0, est
une molécule biradicalaire formée de deux atomes présentant sur leurs orbitaux externes deux
électrons non apparies (Sies, 1993 ; De Leiris, 2003).En présence d’une quantité d’énergie
suffisante, la molécule d’oxygeéne peut acquérir un électron supplémentaire et former ainsi

I’anion superoxyde (Bisbal et al.,2010).

O, +é — Oz.-

Les anions superoxydes ne sont pas trés réactifs et ont une demi-vie courte, mais ils
constituent des radicaux précurseurs et ils exercent leurs effets par la formation d’espéces

radicalaires beaucoup plus réactives (Ronald St-Louis, 2011).

Superoxyde Réaction de Fenton Catalase
dismutases (Fe® : Cu’) Glutathion peroxydase
N AN PN
. Radical Peroxyde Radical Fau
Oxygene superoxyde d'hydrogéne hydroxyd
0 — 0 —— HO ———» Q4 ————=HJD
’ + g e (+2H) °l + 8 +e (+H)

Figure 1 : Les quatre étapes de la réduction de I’oxygene et la formation des
intermédiaires partiellement réduits (Camille et al., 2011)

3.2. Le peroxyde d’hydrogéne H,0,
Le peroxyde d’hydrogeéne H,O; (appelé également eau oxygénée) est formé par 1’addition

d’un second électron sur I’O,” donnant comme intermédiaire 1’anion peroxyde O.%, qui se
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protone facilement pour donner H,0,. Toutefois, la principale production de H,O, résulte de la
dismutation de ’0O," selon la réaction suivante (Daum-Badouard, 2006):

20" +2H" _______J H,0,+ 0O,

3.3. Le radical hydroxyle HO®

Le radical hydroxyle, est généré par la réaction du peroxyde d’hydrogene avec 1’anion
superoxyde (réaction d’Haber-Weiss), engendrant alors un ion OH" inoffensif et un radical
hydroxyle HO® (Combhair et Erzurum, 2002) :

H,O,+ 02._ _ HO® + O, + OH

Cette réaction est lente et probablement inopérante dans les tissus vivants. Mais, en
revanche, en présence de métaux de transition (fer, cuivre), I’H,O, donne naissance in vivo via

la réaction de Fenton a un radical hydroxyle HO" hautement réactif (Goldstein et al.,1993).

02._ + Fe+3 —3 O+ Fe+2

HO+ Fe”? 5 OH +HO +Fe™

Les réactions en chaine représentent 1’'un des plus grands dangers du radical OH". En
revanche, ’H,0, et 1’0, ne sont pas suffisamment réactifs pour déclencher des réactions en
chaine (Lau et al., 2008; Aprioku, 2013).

Le radical hydroxyle apparait donc comme I’espéce réactive ayant une responsabilité
majeure dans la cytotoxicité des radicaux libres (Guetteridge, 1993), et serait a I’origine de la
production des radicaux libres “ secondaires ”, suite a sa réaction avec différents composés
cellulaires (Boubekri, 2014).

3.4. L’oxygéne singulet ‘O,

L'oxygene singulet n'est pas un radical libre parce qu’il ne contient pas d'électrons non
appariés, mais formé dans certaines réactions radicales (Shiv, 2011). Lorsque de 1’énergie est
apportée a 1I’oxygene, celui-ci passe a 1’état singulet qui représente la forme activée. C’est une
forme trés énergétique de grande réactivité qui peut oxyder de nombreuses molécules. Il est

formé a partir de I’ion superoxyde selon la réaction suivante (Justine et al.,2005) :

Lumiere
°0-0° _ 102
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L'oxygéne singulet est un agent oxydant trés puissant qui peut directement oxyder des
protéines, I'ADN et des lipides et causer des dommages tissulaires (Halliwel, 2006).

4, Sources des ERO ou ROS

Les différents types des ROS sont produits d’une maniére endogéne lors du métabolisme
mitochondrial, dans le peroxysome ainsi que par une variété de systeme d'enzymes
cytosoliques. En outre, un certain nombre d'agents extérieurs peuvent déclencher la production
de ROS (Taibur et al., 2012).

4.1. Sources endogenes

e Mitochondrie

La mitochondrie est considérée comme une des principales sources de ROS dans la cellule
par l'intermédiaire de sa chaine respiratoire. Elle produirait, en effet, 90% des ROS cellulaires
(Balaban et al., 2005).Cette production centralisée de ROS est due au fait que la mitochondrie
est le lieu central de consommation de I'oxygéne au cours de la phosphorylation oxydative
(Qutub et Popel, 2008).

La chaine respiratoire mitochondriale est la résultante de 1’association d’une cinquantaine
de polypeptides et permet la production d’énergie sous forme d’ATP en utilisant le dioxygene.
Elle est composée de cing complexes protéiques (I a V) situés dans la membrane interne des

mitochondries (fig.2).

Cette chaine respiratoire utilise deux transporteurs d’électrons, le nicotinamide adénosine
dinucléotide (NADH) et le flavine adénosine dinucléotide (FADH2), pour faire subir a
’oxygéne une réduction tétravalente par addition de 4 électrons (e) et de 4 protons (H")
conduisant a la production d’eau (Mandavilli et al., 2002). Or, des réductions a un seul électron,

produisant des anions superoxyde (fig.2), peuvent aussi survenir (Abele et al., 2002).
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H* H*
H* e , e+ =
Espace inter- O, |0, H
membranaire —’g
— ——
M b
nterne || 1 a— ey W1 v v

Matrice F?ﬁ . & S 4 RS = ars-

Matrice

Membrane externe
Membrane interne

Espace inter-membranaire

Figure 2 : Représentation schématique d'une mitochondrie et de la chaine respiratoire. (I :
NADH déshydrogénase, Il : succinate déshydrogénase, Il : complexe cytochrome bcl,
IV : cytochrome C oxydase et V: ATP synthase)

Le passage d’électrons (représenté schématiquement par la fleche bleue) a travers les
complexes de la chaine respiratoire permet la translocation de protons dans 1’espace inter-
membranaire. Ce gradient de protons est utilisé par le complexe V pour produire I’ATP a
partir de ’ADP. L’accepteur final d’¢lectrons, le complexe IV réduit 1’oxygene en eau.

Encadrés en rouge : site de formation du radical superoxyde (Jean-Philippe, 2013).

La réduction partielle d’oxygéne dans la mitochondrie est due a la fuite d’¢lectrons dans la
chaine respiratoire qui a lieu dans la membrane interne mitochondriale. Cette fuite se produit
principalement au niveau des complexes | et I1l, et méne a la production du radical superoxyde
(0;27), le précurseur des ROS (Turrens, 1997; Mc Lennan et Degli Esposti, 2000).

e Peroxysomes

Un peroxysome est un organite cellulaire entouré par une membrane simple et ne
contenant pas de matériel génétique. Il contient de nombreuses enzymes générant une grande
quantit¢ d’H,O,. Toutefois, I'H,O, généré est rapidement détoxifié par la catalase
peroxysomale, qui joue un role particulier dans I’homéostasie. Cette réaction est
particuliérement rénale et hépatique puisqu’un dysfonctionnement de la catalase peroxysomale

accélere I'atteinte rénale chez les patients diabétiques (Hwang et al.,2012).

e Réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de
réactions pour detoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques toxiques
(Turrens et al., 1982 ; Freeman et al., 1983). La plus connue de ces enzymes est le cytochrome
P450 qui oxyde les acides gras insaturés et les xénobiotiques, produisant ainsi des ROS (Morel
et Barouki, 1999).
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Ainsi, il existe de nombreuses autres sources de ROS (fig.3) parmi lesquelles

I'autooxydation des petites molécules, la xanthine oxydase et la NADPH oxydase :

e L’autooxydation de molécules

L'auto-oxydation de molécules telles que la dopamine, I'adrénaline, les flavines et les
hydroquinones est une importante source de ROS (Freeman et Crapo, 1981). Le produit direct
de ces auto-oxydations est souvent I'O,". Ainsi, I'auto-oxydation de la dopamine est en partie
impliquée dans le processus apoptotique lors de pathologies neurodégéneratives notamment

lors de la maladie de Parkinson (Thannickal et Fanburg, 2000).

Cytochrome P450 et b5
Xanthine oxydase A

Hemeglobine

« Oxygen burst »/
MNMADPH oxydase
Myeloperoxydase

andeplasmigue

fdritochondne

Paroxysomes

Oxydases
Flavoprotéines

Chaine respiratoire

Lipoxygénase ¥
Peroxydase Peroxydation lipidique
Métaux de transition

Figure 3 : Sites de production intracellulaire des ERO (Aira, 2012)

e Xanthine oxydase

La xanthine oxydase catalyse la dégradation de [I'hypoxanthine en acide urique
encondition de forte demande d'ATP et de déficit en oxygéne. Mais elle peut
égalementcatalyser I'oxydation de la xanthine en acide urique, notamment lors d'ischémie-
reperfusionou d'’hypoxie. Dans cette réaction, I'oxygéne moléculaire agit comme un accepteur

d'électronproduisant ainsi 1’0O,” (Blandine Garait, 2006).

Xanthine oxydase
Xanthine + 20, + H,O » Acide urique + 20, + 2H*
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e NADPH oxydase

Les NADPH oxydases sont des enzymes présentes dans la paroi vasculaire et quigéenérent
0,*" en utilisant NADH ou NADPH comme substrat (Mabile et al.,1997).

En parall¢le de la production d’ERO par le complexe enzymatique mitochondrial de la
chaine respiratoire, la plupart des cellules sont capables de produire des radicaux superoxydes
O," via une activitt NADPH oxydase membranaire (NOX), qui est présente dans la membrane

plasmique des phagocytes (Krause, 2004).

La NOX est une enzyme qui catalyse la réduction mono électronique de 1’0, en utilisant
le NADPH ou le NADH comme donneur d’électrons :

NADPH + 20, » NAD P*+ H*+ 20,"

Defense contre

Les microorganismes

Figure 4 : La NADPH oxydase (Nox-2) des phagocytes (Cillard, 2011)

La NOX a été initialement étudiée dans les cellules phagocytaires (fig.4) ou elle joue un
role primordial dans la défense contre les pathogénes, mais elle existe également dans toutes les
autres cellules non phagocytaires ou elle participe a la signalisation cellulaire (Camille et
Mireille, 2011). Selon le type cellulaire, la NOX peut libérer O,” de la cellule de maniere
préférentielle vers D’extérieur (cellules phagocytaires) ou vers lintérieur (cellules non

phagocytaires) (Guichard et al.,2006).
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4.2. Sources exogenes

L’environnement dans lequel nous vivons tout comme notre mode de vie sont a 1’origine
d’une augmentation de la production de ROS dans notre organisme et sont générateurs du stress

oxydant.
Les sources exogenes peuvent étre representées par (William, 2013) :

v' L’exposition aux rayons UV, aux ultrasons, aux micro-ondes et a des champs

magnétiques:

Les rayonnements sont capables de générer des radicaux libres, soit en scindant la
molécule d'eau lorsqu'il s'agit des rayons ionisants X ou gamma soit en activant des molécules
photo sensibilisantes lorsqu'il s'agit des rayons ultraviolets qui vont par ce mécanisme produire

des anions superoxydes et de I'oxygéne singulet (Favier, 2003) ;

L’exposition aux métaux lourds ;

Le contact avec des agents cancérigenes ;

Le tabagisme et 1’alcool ;

La prise de médicaments et de la pilule contraceptive ;
La pratique trop intense ou mal gérée d’un sport ;

Le stress intellectuel ou émotionnel ;

NS N N N N NN

La pollution.

5. Cibles biologiques des ROS
Les produits de la réduction incompléte de 1’0, tels que le radical superoxyde (O,"), le
peroxyde d’hydrogéne (H,O,), le radical hydroxyle (OH) et méme 1’0, sont toxiques et

endommagent les macromolécules cellulaires.

Les ERO sont des especes chimiques a trés forte réactivité vis-a-vis des composants
cellulaires. Ces réactions altérent les propriétés intrinseques des membranes tels que la fluidité,
le transport des ions, la perte des activités de certaines enzymes, la dénaturation des proteines,
I’inhibition de la synthese protéique et I’altération de I’ADN, ce qui conduit & la mort cellulaire
(Raja, 2011).

5.1. Peroxydation lipidique

Les premieres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans les

membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés

11
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(AGPI) sont tres sensibles a I'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl,

2005 ;Pamplona et al., 2000).

L'oxydation des lipides génere des peroxydes lipidiques qui sont eux mémes tres réactifs.
La peroxydation de lipides induit une diminution de la fluidité, de la perméabilité et de
I'excitabilité des membranes (Hong et al.., 2004). Dés lors la perméabilité au calcium
augmentée, la fixation aux récepteurs altérée. Tout ceci peut conduire a 1’apoptose si les dégats

sont importants (Mc Michael, 2007).

Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent réagir avec les protéines
et I'ADN (Marnett, 1999). Parmi les produits formés lors de la peroxydation
lipidique,l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4

hydroxynonenal (4- HNE) sont étudiés comme marqueurs de la peroxydation lipidique (fig.5).

HO
— [l |
arachidomnate l
— — —_— SO H
radical arachidonyle
- Eactiomm ern
NN R RN T TN N PO H chaine
radical disne conjugue radicalaire
O
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radical = = [elalel ]
e yile
- arachidonate

- ooH
P~ — cCOoH — — oo

endoperox e hiy droperosoycl e

H,C— CH,

(=]

el b e B Dra

= gz -
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-
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Produuits termimanmx
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Figure 5 : Mécanisme en chaine de la peroxydation des acides gras polyinsatures et
nature des produits terminaux formés (Favier, 2003)

5.2. Oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans I’organisme, les protéines sont une cible importante des
ERO. Il a été estimé que les protéines pouvaient piéger la majorité des ERO générés (50- 75%).

(Clarkson et al., 2000 ; Bloomer et al., 2004 ; Fisher-Wellman et al., 2009).
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Dans les conditions physiologiques, les cibles majeures des EROs sont les acides aminés
soufrés (cystéine, méthionine) (Brot et Weissbach, 2000 ; Finkel, 2000), les acides aminés
basiques (arginine, lysine) (Stadtman, 1993 ; Uchida et al., 1998) et les acides aminés
aromatiques (phénylalanine,tyrosine, tryptophane) (Armstrong et Swallow, 1969 ; Huggins et
al., 1993). Les proteines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et

deviennent beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases.

v' Oxydation des acides aminés basiques
Les acides aminés basiques (lysine, histidine, arginine) qui présentent des fonctions
amines (NH ou NH2) sur leurs chaines latérales sont particulierement sensibles aux attaques

radicalaires.

En présence de métaux, ils subissent une désamination oxydative conduisant a la
formation d’un groupement carbonyle, ce qui entraine une perte importante de la qualité
nutritionnelle. Ainsi, ces groupements carbonyles peuvent réagir avec des fonctions amines non
oxydées de la lysine pour former des liaisons imines (-HC=N-). Ces dernieres, lorsqu’elles se
forment entre des chaines peptidiques différentes, peuvent conduire a I’agrégation des protéines
(Khaled, 2017).

v' Les acides aminés soufrés
Certains acides aminés comme la cystéine (Cyst) et la méthionine (Met) sont
particuliérement sensibles a 1’oxydation via leur groupement thiol. Une fois oxydee, la cystéine
conduit a plusieurs composés comme [’acide cystéique ou génere des ponts
disulfures.L’oxydation réversible de la cystéine joue un rdle important dans 1’activation ou

I’inactivation de certaines protéines (Finkel, 2000).

L’oxydation de la méthionine, particulierement sensible au H;0O,, s’effectue en deux
¢tapes : I'une réversible conduit au sulfoxyde de méthionine, 1’autre irréversible, donne la

sulfone de méthionine, cette réaction n’étant pas possible in vivo (Vogt, 1995).

v Oxydation des acides aminés aromatiques

Les acides aminés aromatiques (phénylalanine, tyrosine et tryptophane) sont aussi tres
sensibles a 1’oxydation, en subissant des réactions d’hydroxylation sur leurs noyaux
aromatiques. La phénylalanine et la tyrosine peuvent é&tre oxydées en L-
dihydroxyphenylalanine (L- DOPA) ou L-trihydroxyphénylalanine (L-TOPA), ces deux

produits d’oxydation étant potentiellement des composés mutageénes.L’oxydation de deux

13
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tyrosines voisines peut conduire aussi a la formation de dityrosine, qui est un facteur important

d’agrégation des protéines.

Le tryptophane est oxydé en hydroxytryptophane dont les métabolites (hydroxyindole et
hydroxykinurénine) formés en milieu tres oxydant, présentent une activité mutagénique élevée
(khaled, 2017).

De méme, les radicaux libres peuvent interagir avec différents types de protéines : celles
de soutien comme le collagene (vieillesse), les protéines circulantes (transferrine, aloumine) et

les enzymes protéiques (Guillouty, 2016).

5.3. Oxydation de ’ADN

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, ces organites sont les
premiéres cibles des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au
stress oxydant qui est 10 fois supérieure a celle du génome nucléaire. Les meécanismes
explicatifs proposés sont : 1) I'absence d'histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial,
2) sa localisation proche de la membrane interne, 3) des mécanismes de réparations frustres et
4) une structure circulaire sans introns augmentant statistiquement le risque de mutations
pathogenes (Blandine, 2006).

Les ERO sont également responsables de 1’altération de I’ADN, ce qui inclut la mutation
des paires de base, leur réarrangement, la délétion ou I’insertion de quelques bases, ou encore

I’amplification de certaines régions.

Les différents radicaux libres affectent ’ADN différemment. Par exemple, 1’anion
superoxyde et le peroxyde d’hydrogeéne ne réagissent pas avec les bases azotées de I’ADN.
L’oxygene singulet quand a lui attaque spécifiquement la guanine et le radical hydroxyle

attaque toutes les bases de I’ADN et génére une multitude de produits (Raja, 2011).

L’ADN peut réagir avec OH" pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG)
qui, au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec I’adénine, entrainant des mutations
au sein de I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le

déclenchement du cancer et le vieillissement (Fonc, 2007).

La figure 6 illustre la réaction du radical hydroxyle avec I'ADN :
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Stress oxydant
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Figure 6 : La réaction de la base guanine avec le radical hydroxyle (Jomova et al.,

2011)

I1 existe des systemes de réparation de I’ADN mais lorsqu’ils sont débordés, ces systemes

ne sont plus suffisants et cela entraine des altérations du matériel génétique qui peuvent

engendrer des mutations, des cancers (Guillouty, 2016).
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I1. Antioxydants

Comme nous I’avons décrit, l'organisme a développé des systémes de

défense antioxydants, pour se protéger des effets toxiques de I'oxygene :
1. Définition

Le terme antioxydant désigne toute molécule ayant la capacité de diminuer ou d’arréter
I’action d’especes réactives oxygénees, soit directement en inhibant leur production ou bien en
limitant leur propagation en agissant comme des piégeurs de radicaux libres pour donner
finalement des composés stables (Favier, 2003). Ce sont des molécules capables d’interagir

sans danger avec les radicaux libres et mettre fin a la réaction en chaine avant que les

molécules vitales ne soient endommageées (Pelli et Lyly, 2003).

Cette définition fonctionnelle s’appligue a un grand nombre de substances,
comprenant des enzymes aux propriétés catalytiques spécifiques, mais aussi aux petites
molécules hydro- ou liposolubles. Cette grande variété physico-chimique autorise la présence
d’antioxydants dans tous organismes, qu’ils soient intracellulaire, membranaires ou

extracellulaires (Cano et al., 2006).

2. Mode d’action des antioxydants

Dans I’organisme, il existe plusieurs types de molécules a activité antioxydante dont les

mécanismes d’action sont différents (tab.2) :

Tableau 2 : Principaux modes d’action de quelques antioxydants (Justine et al.. 2005)

Nature Mode d’action

Défenses non enzymatiques | - Vitamine E
- Vitamine C
- Béta carotene Fixation des métaux de transition

- Ubiquinone, Acide
urique,.....

Défenses enzymatiques Superoxyde dismutase | Catalyse la dismutation de I’O,"

Catalase Meétabolise le H,O»

Glutathion peroxydase | Réduction de H,0et les HO;'
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On distingue, en fait, des antioxydants inhibiteurs des radicaux libres, décomposeurs des
peroxydes, désactivateurs des ions métalliques, ou des piégeurs d’oxygenes (Dziezak, 1986;
Yagi, 1970). En complément de ces mécanismes, I’organisme est en outre capablede réparer ou

d’éliminer les molécules endommagées par I’attaque radicalaire (Penna et al., 2009).

3. Les systemes de défense antioxydants

On distingue deux sources d’antioxydants (fig.7): I’une est apportée par I’alimentation
sous forme de fruits et légumes riches en vitamines C, E, caroténoides, ubiquinone,
flavonoides, glutathion ou acide lipoique; I’autre est endogéne et se compose d’enzymes
(superoxyde dismutase, glutathion peroxydase, catalase), de protéines (ferritine, transferrine,
ceruleoplasmine, albumine) et de systemes de réparation des dommages oxydatifs comme les
endonucléases. A cela s’ajoutent quelques oligoéléments comme le sélénium, le cuivre et le

zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes (Haleng et al., 2007).

le O 2 {oxygene fondamental)

acide hypochlorenx

anion superoxyde
(eau de Javel)

Vzt ', flavor: of des,

GSH
ferrzﬁne, transferrine
ertts chélatenrs s
radical hydroxyle
\

lipoperoxydes
oxygéne slngu]et acide urigiie, Vzt O, GSH
Vit I, Se-GFPx, ubzqumane

ﬁ —caroténe

Figure 7 : Apercu des espéces oxygenées activées (EOA) dérivant de I’oxygene et
systémes de protection permettant de limiter I’effet toxique de ces espéces. GSH:
glutathion, CI-: anionchlorure; MPO: myéloperoxydase, SOD: superoxyde dismutase,
Se-GPx: glutathionperoxydase séléno-dépendante (Pincemail, 1998)

3.1. Les systemes antioxydants enzymatiques

Les systemes antioxydants enzymatiques sont d'origine endogene. Ces enzymes sont
élaborées par notre organisme avec l’aide de certains minéraux. Elles sont présentes en

permanence dans I’organisme mais leur quantité diminue avec I’age (Mika et al.,2004).
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Trois types d’enzymes antioxydantes sont mis en ceuvre pour la destruction des espéces
réactives de I’oxygeéne. Ces différentes enzymes sont en interrelation dans la régulation du

stress oxydant intracellulaire (fig.8) :

Chaine Respiratoire

NADPH oxydase zﬂz_“ *OH
Xanthine oxydase \ '
.Hﬂ-uynthasn o "NO+ Nﬂrl

Glutathion
peroxydase Catalase
Chélateurs
Fer Cuivre
. -01

Scavengers

Figure 8 : Action des antioxydants au cours du métabolisme des dériveés réactifs de
I’oxygéne (Chérifa, 2014)

e La Superoxyde dismutase(SOD)

La SOD est I'une des plus importantes enzymes cellulaires possédant une fonction
antioxydante. C’est I’enzyme antioxydante « anti- 1’0, » la plus importante dans toutes les
cellules vasculaires car elle catalyse la dismutation de I'anion superoxyde en eau oxygénée.

L’absence de cette enzyme peut étre létale.

Elle est capable de transformer par dismutation de I'anion superoxyde, premiere espece
toxique en une molécule d'oxygene et de peroxyde d’hydrogene qui est beaucoup moins reactif
(Afonso et al., 2007) :

SOD
20, +2H" » H,O0, +0,

Chez I’homme, trois isoformes (fig.9) compartimentées de I’enzyme SOD ont été
caractérisees de facon biochimique et moléculaire: la SOD1 cytosolique et la SOD3
extracellulaire, utilisent le cuivre et le zinc comme cofacteurs (Cu/Zn-SOD), alors que la SOD2
mitochondriale utilise le manganése (Mn-SOD) (Afonso et al.,2007).
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Figure 9 : Structures de la (A) SODL1, (B) SOD2 et (C) SOD3 (Moumen et
al., 1997)

e La Catalase (CAT)

Cette enzyme retrouvé spécifiqguement dans les peroxysomes et les hématies. La catalase
catalyse, d’ou son nom, la décomposition du peroxyde d’hydrogéne en eau et en dioxygene,

selon la réaction suivante :

Catalase

2 H,O, 2H,O + 0O,

v

La catalase est un homotétramére (fig.10) de 59 KDa, comportant 4 sous-unités
protéiques, chacune contenant un groupement héminique avec Fe®* li¢ au site actif. Chaque
molécule a habituellement une molécule de NADPH qui lui est liée, la protégeant ainsi d’une

éventuelle inactivation par le peroxyde d’hydrogene.

Figure 10 : Structure de la CAT (Skotheim, 1986)
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La dissociation des sous-unités résulte en une perte de I’activité catalase. Le 3-amino-
1,2,4-triazole en présence de peroxyde d’hydrogéne est un inhibiteur de la catalase. Elle peut
étre inactivée par le peroxyde d’hydrogene a des concentrations supérieures a 100 uM. (Ko et
al.,2000).

A haute concentration, le H,O, intracellulaires entraine donc une activation préférentielle
de la catalase tandis que de tres faibles concentrations seraient preférentiellement prises en

charge par la GPx (Pamplona et Costantini, 2011).

e La Glutathion peroxydase (GPx)

Les enzymes de cette famille sont Sélénium (Se)-dépendante. La glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme ou elle joue un réle majeur dans la régulation de

I’étatredox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires.

Les GPx permettent la décomposition de H,O, par I’oxydation deson co-substrat le
glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG) qui sera réduit par la suite par I’action de
la glutathion réductase (Zerargui, 2015).

GPx
2GSH + H,0, > GSSG + 2 H,O

La figure ci-dessus représente la structure tétramérique de la GPx :

= @ & et

e

i J -lll'-
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Y Ve
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-

Figure 11:Structure de la Gpx (Lyons et al., 1990)

20



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Antioxydants

La glutathion réductase ou GR réduit le glutathion oxydé en utilisant le NADPH
(nicotinamide adénine dinucléotique phosphate ; figure 12), elle est donc nécessaire pour

maintenir I’activité de GPx.

GPx GR
GSSG NADPH
H,O

Figure 12:Cycle d’élimination de H,0, par le GSH. (William, 2013)

D’autres enzymes jouent également un réle non négligeable dans la lute antioxydante.

L’ensemble formant ainsi un systeme complexe comme les peroxyrédoxines, la thiorédoxine, la

glutathion -S- transférase et |’héme oxygénase (Machlin et al., 1987).

e Les peroxyrédoxines et la thiorédoxine

Les peroxyrédoxines (Prx) forment une famille de peroxydases a groupement thiol
capables de réduire le peroxyde d’hydrogéne et d’autres peroxydes. Elles ont en commun de
posséder un résidu cystéine a leur extrémité N terminale qui va étre le site primitif d’oxydation

par le peroxyde d’hydrogeéne:

Prx-SH + H,0, » Prx-SOH + H,0

La Prx oxydée réagit alors avec une autre molécule de PRx-SH pour former un pont
disulfide:

Prx-SH + Prx-SOH » Prx-S-S-Prx + H,O

Le dimere disulfide est finalement régénéré en PRx reduite en oxydant une molécule

contenant deux groupements thiols adjacents, la thiorédoxine (TRX) :
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Prx-S-S-Prx + TRx-(SH), » Prx-SH + TRx-S;

Les deux groupements thiols de la TRx forment alors un pont disulfide qui est réduit par

la thiorédoxine réductase en utilisant comme donneur d’électrons le NADPH :

TRx-Sy+ NADPH + H” » NADP" + TRx-(SH),

Il existe six isoformes de PRx localisés principalement dans le cytoplasme et la
mitochondrie. Leur activité catalytique est plus faible que celle de la catalase ou des GPx mais
elles possedent une forte affinité avec le peroxyde d’hydrogéne. Les PRx pourraient ainsi étre

plus efficaces pour éliminer des niveaux faibles de peroxyde d’hydrogéne (Rhee et al., 2005).

e Laglutathion S-transférase (GST)

La GST est une famille d’enzymes multifactorielles présentes chez tous les organismes
(Renuka al., 2003). La GST est un systéme trés important dans la protection de la cellule contre
les ERO par sa capacité de conjuguer le glutathion avec les composés électrophiles et la

réaction des peroxydes (Zhihua et al., 2004).

e L’heme oxygénase
Le systeme (HO) est constitue de trois iso enzymes : la forme HO-1 inductible, la forme
HO-2 constitutive et la forme HO-3 qui a été récemment clonée. L’effet Protecteur de la HO
contre le stress oxydant est indirect, puisqu’il est relié au fait que :
- La biliverdine se transforme en bilirubine a activité antioxydante (Ryter et Tyrell,
2000).
- Le fer produit par I’activité de I’HO stimule la synthése de la ferritine, qui est également
impliquéedans la réponse antioxydante (Milane, 2004).

3.2. Les systemes antioxydants non enzymatiques

Les systémes antioxydants non enzymatiques sont naturellement présents dans les

végétaux et les aliments ou incorporées a ceux-ci lors de leur fabrication.

Ils sont définis comme étant des substances qui en faible concentration par rapport au
substrat susceptible d'étre oxydé, protéger les cellules contre les réactions d'oxydations

provoquées par les radicaux libres soit par la neutralisation de ces radicaux libres et les rendent
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ainsi inoffensifs, soit par I'élimination des composés intermédiaires formant des radicaux libres

en interrompant la réaction en chaine de peroxydation.

Dans ce groupe d'antioxydants on peut distinguer deux types : les antioxydants endogenes

et les antioxydants exogénes (Ribeiro et al. 2001) :

3.2.1. Antioxydants non enzymatiques endogenes

Ce groupe d’antioxydants renferme de nombreuses molécules endogenes synthétisées par

les cellules :

e Le Glutathion (GSH)

Le glutathion ou gamma-L-glutamyl-L-cystéine est souvent considéeré comme le principal
antioxydant non enzymatique intracellulaire (Valko, 2011). Le glutathion est impliqué dans
I’inactivation des especes oxygénées actives, ainsi que dans la régénération de certains

composés aux propriétés antioxydantes, comme la vitamine E.

Le glutathion réduit (GSH) est le substrat indispensable aux réactions qui éliminent les
peroxydes a partir de I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx), de la glutathion
transférase (GST) et de la glutathion réductase (GR). Au cours de I’oxydation du glutathion
(fig.13), deux moléecules de GSH se lient en formant un pont disulfure (S-S) par I’oxydation du
groupement -SH de chaque cystéine. De cette réaction résulte la formation de glutathion oxydé

ou disulfure (GSSG) (Tessier et al., 1995).

\H/'\/\ﬂ/ \5]\ /\Q/OH GSH
“een g

=2 [H]
\n/'\/\n/ \)\ /\H/OH GSSG
; L]

I
=

\)J\

i

Figure 13:Etats d’oxydation du glutathion (Raman et Berry, 2011)
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Les cellules de mammiféres contiennent des concentrations millimolaires de GSH, alors
que la fraction oxydée (GSSG) est deux a trois fois moins importante. Le GSH constitue le plus
important groupement thiol, non protéique, des systemes vivants. Ainsi, le GSH pourrait agir

comme pro-oxydant a cause de son pouvoir réducteur vis-a-vis du fer (Tessier et al., 1995).

e L’Acide urique
Issu du catabolisme des purines, I’acide urique joue un rdle important dans le systeme
antioxydant. Il apparait comme étant I’antioxydant plasmatique le plus réactif avec les ROS,
contribuant a lui seul a 60 % de la capacité antioxydante du plasma grace a sa concentration
élevée (Zhao et al., 2009).

L’acide urique est un puissant réducteur des radicaux libres : il réduit les radicaux
peroxyles, hydroxyles et neutralise aussi I’anion superoxyde (Ames et al., 1981 ; Simic et

Jovanovic, 1989).

En outre, des scientifiques japonais ont mis en exergue la capacité de I’acide urique a
stopper les réactions d’oxydation en chaine des lipides, en réagissant avec les radicaux

lipidiques formés (Patterson et al., 2003).

e LaBilirubine

La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de I’héme et résulte essentiellement
du catabolisme de I’hémoglobine par les cellules du systéeme réticuloendothéliale (foie, rate et

moelle osseuse) chez les mammifeéres.

La bilirubine est un compose non hydrosoluble, elle se lie a I’albumine dans un rapport
stcechiométrique 1/1, ce qui empéche sa pénétration dans des tissus riches en lipides tels que le

cerveau.

La bilirubine est un piégeur d’oxygeéne singulet et de radicaux peroxyles RO," et protége
ainsi I’albumine et les acides gras qui y sont associés des attaques radicalaires (Neuzil et
al.,1993).

e La Coenzyme Q10

La coenzyme Q10, forme prédominante d’ubiquinone chez I’homme et I’animal, peut agir

comme un antioxydant liposoluble, en complément de son rdle dans le métabolisme
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énergétique. Sa fonction serait de stimuler un recyclage efficace de la vitamine E, plutét que
d’agir directement sur les R* (Tessier et al.,1995).

La coenzyme Q10 est un transporteur d’électrons présent dans la chaine oxydative
mitochondriale, dans les membranes cellulaires, dans le plasma et dans les lipoprotéines. Elle
est capable de donner des électrons et permet a ce titre une protection des membranes contre la
lipoperoxydation (Powers et Jackson, 2008).

e LeCytochromec

Le cytochrome ¢ présent dans I'espace intermembranaire a un réle de détoxification en
captant I'électron libre d’O," produit au niveau de la chaine respiratoire. Ainsi réduit, il cédecet
électron au complexe IV formant du cytochrome c oxydé et de I'H,O (Skulachev, 1998).

e La Carnosine

La carnosine est un dipeptide de I’histidine, présente dans de nombreux tissus chez les

mammiferes comme le muscle, le cerveau, le cceur, la peau et le foie.

Les teneurs en carnosine sont plus élevées dans les muscles squelettiques. Ils peuvent
varier selon I’espéce animale (Purchas et al., 2004), I’alimentation (Chan et Decker, 1994) et le
typage des muscles. Le taux est plus important dans les muscles squelettiques de métabolisme
glycolytiques (a-white) (Aristoy et Toldra, 1998). En effet, grace a son pouvoir tampon, elle
peut neutraliser la production d’acide lactique dans les muscles ou la glycolyse anaérobie est

particulierement active (Suzuki et al., 2006).

Ce peptide possede des propriétés antioxydantes qui protégent I’organisme contre I’action
des radicaux libres (Velez et al., 2008) :
v’ chélatant les métaux de transitions (fer, cuivre, zinc, cobalt) ;

v’ piégeant les radicaux libres centrés sur I’oxygéne.

3.2.2. Antioxydants non enzymatiques exogenes

En outre, le systeme oxydant du corps humain comprend des molécules exogénes,c'est-a-
dire apportées par I’alimentation, telle que la vitamine C (acide ascorbique), la vitamine E, les

caroténoides et les flavonoides.
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e La Vitamine C

La vitamine C (fig.14) est un nutriment essentiel qui doit étre apporté par I'alimentation.
Elle tient son nom "acide ascorbique" de la maladie scorbut qui touche les personnes privées
de fruits et légumes pendant une longue période. Elle est caractérisée par son puissant potentiel
réducteur (klimczak et al., 2007).

HO OH
O O CH—CH,OH
OH

Figure 14:Structure de I’acide ascorbique (Diallo, 2005)

L'acide ascorbique est un antioxydant par excellence, il permet de capter les radicaux
superoxydes O,", lI'oxygéne singulet, les espéces réactives d'azote (peroxynitrite, nitrogene
dioxyde, le radicale nitroxyde) et les radicaux hydroxyles ("OH), grace a son réle de donneur
d'électrons (potentiel redox élevé) pour donner un radical ascorbyl relativement stable. Il est
doté également d'une grande capacité de régénération par des réducteurs intracellulaires
(glutathion, NAD™ et NADP™) (Northtrop-Clewes et Thurnham, 2007).

En outre, la vitamine C permet de régénérer la forme non radicalaire de la vitamine E.
(fig.15). La forme radicalaire de la vitamine E (VTE’) résulte de l'interaction entre la vitamine
E et un radicale lipidique (R"). La vitamine C permet de régénérer la vitamine E (VTE) puis, a

son tour se transforme en forme radicalaire (VTC").

Ry A2 VITE VITC' & #GsH

Figure 15:Régénération de la vitamine E par la vitamine C (Bossokpi, 2002).
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La régénération de la vitamine C ce fait par l'intermédiaire de la forme réduite
deglutathion (GSH). L'accumulation de deux radicaux thyiles (GS) donne du glutathion oxydé
(GSSG) (Bossokpi, 2002).

L'acide ascorbique contribue également au maintien des défenses naturelles de
I'organisme, aide a activer la cicatrisation, a la formation des globules rouges et favorise

également I'absorption du fer contenu dans les végétaux (Valko et al., 2006).

e La Vitamine E

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant des
activités biologiques identique a celles de la famille des tocophérols. Sa forme naturelle inclut

quatre tocophérols isomeres (o, B, y et d) avec une activité antioxydante variable (Carr et al.,
2000).

Elle est présente dans les huiles végétales, principalement dans I'huile de germe de blé, de
tournesol, de soja, d'arachide ou d'olive. Elle se trouve aussi en moindre quantité dans les
ceréales, les amandes, les légumes verts, le beurre, la margarine et les poissons gras (Lopez et
al., 2005).

La vitamine E (a-TOH), est I'antioxydant lipophile majeur (Barus, 2008). Elle intervient
directement au niveau des membranes biologiques ou elle piége les radicaux libres avant qu'ils
n'atteignent leurs cibles. Elle est ainsi capable de pieger I’oxygéne singulet et de réagir avec le

radical hydroxyle et forme le radical tocophéryle (Brigelius-Flohe et Traber, 1999).

L’a-TOHest le principal antioxydant contenu dans les LDL. Chaque particule LDL
contient en moyenne de 6 a 12 molécules d’a-TOH. Ce dernier est incorporé dans les particules
de LDL au cours de leur métabolisme, grace a une protéine appelée protéine de transfert de I’a-

TOH (ou a-tocophérol transfer protein).

Lors de I’initiation de la peroxydation lipidique, suite & une attaque radicalaire, I’ a-TOH,
qui est un inhibiteur de la propagation radicalaire, cede son hydrogéne situé dans le noyau
phénolique, réduisant ainsi le radical RO,", et constitue par ce biais le seul antioxydant
liposoluble assurant cette protection (Lopez et al., 2005).En cédant son hydrogene, I’ a-TOHse
transforme lui-méme en produit radicalaire mais de faible réactivité, qui a son tour régénéré
(fig.16) par la vitamine C (Defraigne et al., 2007).
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CH-
HO
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Radical tocophéryle (TO®)

AGPL: acide gras polyinsatuns

Figure 16:Régénération de la vitamine E via I’action de la vitamine C lors
de la peroxydation lipidique (Defraigne et al., 2007)

L’ o-TOH peut réagir directement avec le radical initiateur, tel que le radical ‘OH,
inhibant ainsi la formation du radical RO,". La réaction de la vitamine E avec I’anion O," est

treés lente et par conséquent peu probable.

L’ a-TOH peut aussi réguler les enzymes antioxydantes telles que la SOD, la GPx, la
CAT du foie, la GST et la NADPH réductase.

e La Vitamine A (famille des caroténoides)

Les caroténoides sont notamment connus pour étre des pigments rouges et oranges de
nombreux fruits et 1égumes. Parmi les 600 caroténoides identifiés, 50 d’entre eux sont reconnus

pour étre des précurseurs de la vitamine A, le plus connu étant le B-caroténe (fig.17) :

Figure 17 : Structure du p-caroténe (Flora et al., 2008)
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Les caroténoides piegent les molécules d’oxygene singulet (Stahl et Sies, 2002), formées
par les radiations solaires. Grace a leur longue chaine carbonée, riche en doubles liaisons, ils
sont également de bons piégeurs de radicaux peroxylesissus de I’oxydation des lipides (Stahl et
Sies, 1997), empéchant ainsi les dommages causés par l'oxydation des membranes cellulaires
(Mirkhalaf et al., 2011).

e Les Flavonoides

Les composés polyphénoliques des végétaux constituent un groupe d‘une trés grande
diversité dont les flavonoides font partie.

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont
quasiment universels chez les plantes vasculaires (Erlund, 2004). Ils constituent des pigments
responsables des colorations jaune, orange et rouge de différents organes végétaux. A l‘origine,
les flavonoides proviennent de la désamination d‘un acide aminé essentiel, la phénylalanine. Ce
groupe de composés est, en effet, défini par une structure générale en C15, caractérisée par un
enchainement C6-C3-C6 (Di Carlo et al., 1999).

La propriété des flavonoides la mieux décrite est leur activité antioxydante ou ils sont
capables de piéger les radicaux libres : radicaux hydroxyles (OH"), anions superoxydes (O;") et

les radicaux peroxylipidiques, selon la réaction suivante :

OH o
J@/O“ N ['j/D“
=1 FI
FI-OH FIl-O~
o 'S
N fjfa
[F1 Fl =
FI-O~ Fl-quinone

Figure 18 : Piégeage d’un radical libre par les flavonoides

Les flavonoides sont capables d‘inactiver et de stabiliser les radicaux libres gréce a leurs
groupements hydroxyles fortement réactifs. chaque groupe O-H sert, en fait, de donneur

d'’hydrogéne.
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IIs sont également doués d“une activité chélatrice en vers les ions métalliques (notamment
libérés par les protéines de fixation ou de transport endogenes) et leur capacité a piéger les

radicaux libres sont nettement supérieures a celles des vitamines (Heim et al., 2002).

e Les Oligoéléments

Le terme oligoélément vient du grec « oligos » signifiant « petit » ou « peu abondant ».
Effectivement, les oligoéléments sont des éléments chimiques présents dans le corps humain en
concentration inférieure a 0.01%. Ce sont des éléments qui doivent étre apportés par

I’alimentation.

Les oligoéléments antioxydants sont des micronutriments qui sont fortement impliqués
dans I’homéostasie énergétique. Ce sont des cofacteurs indispensables pour des réactions
métaboliques d’enzymes antioxydantes comme la superoxyde dismutase, la glutathion
peroxydase et la catalase. Il s’agit principalement du cuivre, du manganése, du selénium et du

zinc :

+ Le Cuivre (Cu)
Le cuivre (Cu) d’origine alimentaire est absorbé au niveau digestif par I’intermediaire de
protéines spécifiques. Il a un réle essentiel au sein du corps humain et plus particulierement du

métabolisme cellulaire car il est le cofacteur de nombreuses enzymes.

Il se comporte également comme un antioxydant en stimulant la superoxyde dismutase,
protégeant ainsi la cellule contre I’effet toxique des radicaux libres (Dusek et al., 2015).
Néanmoins, une augmentation excessive de cuivre conduit a une production de HO® (Laliberte
et al.,2008).

Le Cu" réagit avec le peroxyde d‘hydrogéne (H.O;) pour générer le radical hydroxyle

(HO) (Manzl et al., 2004), un radical trés réactif et qui peut causer des dommages cellulaires :
Cu(l) + H,0; — Cu(ll) + HO  + HO
Les principales sources alimentaires de cuivre sont le foie, les crustacés, le chocolat, les

noix, les céréales et les fruits. Les apports recommandés sont entre 1 et 2 mg/j chez I’adolescent

et I’adulte, quel que soit le sexe (Dusek et al., 2015).
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% Le Zinc (Zn)

Le zinc (Zn) joue un réle antioxydant en assurant le maintien de la SOD qui est un piégeur
capital des ions superoxydes (Favier, 2003). Cependant, au-dela de cette fonction, le zinc
possede d’autres propriétés antioxydants tel que I’inhibition de la production des espéeces
radicalaires de I’oxygéne ERO par les métaux de transitions, en entrant en compétition avec le
fer et le cuivre dans la réaction de Fenton (Chappuis et Favier, 1995).

% Le Sélénium (Se)
Le sélénium(Se) joue un rdle clé dans la protection des cellules et de leurs constituants
contre I’attaque radicalaire. Cette fonction est due a sa présence dans le site actif des

glutathions peroxydases sélénodépendantes (GPx) (Rollin, 2002).

Les sélenoprotéines assurent, en synergie avec d’autres molécules de nature enzymatique
(superoxyde dismutase, catalase) ou non enzymatique (vitamine E, C, caroténoides, groupes
thiols, polyphénols, coenzyme Q10) I’équilibre intra et extracellulaire de la balance pro et
antioxydants (Chappuis et Favier, 1995).

% Le Manganese (Mn)
Le manganese est présent en grande quantité dans les mitochondries du muscle

squelettique, du foie, du pancréas et du rein. Il participe a la synthése des vitamines E et B1
(Fitsanakis et al.,2009).

Il est retrouvé principalement dans le quinoa, le seigle, le riz complet, le soja, I’avocat, le
jaune d’ceufs, les haricots verts, les épinards, le thé vert, les huitres, I’huile d’olive et les noix.
Un déficit ou une diminution de la biodisponibilité du manganese dans les tissus riches en
mitochondries, conduit a une inactivation de la SOD-Mn, ce qui peut augmenter le stress
oxydant (Chen et al.,2015).

« Les Protéines antioxydantes

La transferrine, la ferritine et la céruléoplasmine jouent un réle antioxydant par chélation
des ions (Curtay et Robin, 2000; Pincemail et al., 2002). Ces chélateurs forment des complexes
ou des composeés de coordination avec les métaux. lls inhibent ainsi le cycle redox du métal ont

construisent des complexes métalliques insolubles (Cillard et Cillard, 2006).
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Les deux types de protections antioxydantes de I’organisme : les systémes enzymatiques
et les nutriments antioxydants sont présentées dans la figure suivante (Fig.19) :

Vitamine E
f-caroténe
p-caroténe Vitamine C
Vitamine E
I:;:E’:qpl!ém's Reticulum Lysosome

endoplasmigue

Vitamine C
Paroxysomes . I
Catalase IMitochondria
Glutathion réduit
Superoxyde - -
dismutase (Cu/Zn) Thioredoxine
Glutathion
peroxydases (Se) Superoxyde dismutase (Mn)

Vitamine E

Figure 19 : Schématisation des molécules intervenant dans les protections cellulaires
(Machlin et al.., 1987)

Cependant, si cette protection est insuffisante, le stress oxydant touche donc lI'ensemble
des tissus et des métabolismes et il sera de ce fait la cause initiale essentielle de plusieurs
pathologies .Dans le chapitre suivant, nous donnons quelques exemples des maladies associées

au stress oxydatif et les risques de complications.
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I11. Stress oxydant et pathologies
1. Exemples des maladies liées au SO

Le SO est impliqué dans de tres nombreuses maladies (fig.20) comme facteur
déclenchant ou associé a des complications de I'évolution. La multiplicité des conséquences
médicales de ce stress n'a rien de surprenant car, selon les maladies, celui-ci se localisera a un
tissu et a des types cellulaires particuliers, mettra en jeu des espéces radicalaires différentes et
sera associé a d'autres facteurs variables et a des anomalies génétiques spécifiques a chaque

individu.

Cancers
Maladies .
. . Maladies
inflammatoires R
\ neurodegéneératives
. Stress
Maladies

=== Oxydant —

cardiovasculaires Vieillisement

Complications Complications

I I
! |
: micro- = Diabete = macro- I
1 Langiopathiques angiopathiques | 1

"~ I

Figure 20 : La place centrale du stress oxydant au sein des pathologies

La plupart des maladies induites par le SO apparaissent avec I'age car le vieillissement
diminue les défenses antioxydantes et augmente la production mitochondriale des radicaux
(Favier, 2003). Ainsi, les conséquences du stress oxydant seront extrémement variables selon

la dose et le type cellulaire.

En fait, de légers stress augmenteront la prolifération cellulaire et I’expression de
protéines d’adhésion, des stress moyens faciliteront I’apoptose, alors que de forts stress
provoqueront une nécrose et des stress violents désorganiseront la membrane entrainant des
lyses immédiates. D’autres perturbations biologiques sont observées a la suite d’un stress

oxydant : baisse de la fluidité des membranes, anomalies de récepteurs, diminution de la
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sensibilité a I’insuline, perturbation de I'immunité cellulaire, fibrose, dép6ts de lipides,

affaiblissement musculaire, voire mort neuronale ou apparition de mutations.

De ce fait, le stress oxydant sera la cause initiale essentielle de plusieurs maladies :
cancer, cataracte, sclérose latérale amyotrophique, syndrome de détresse pulmonaire aigu,

cedeme pulmonaire et vieillissement (Favier, 2006).

1.1. Diabéte de type 2
Le diabéte de type 2 ou diabéte non insulino-dépendant se caractérise notamment par
une hyperglycémie chronique liée a une diminution de I’absorption du glucose au niveau des

tissus adipeux et musculaire (Valko et al., 2007).

De maniére genérale, le diabéte implique des déreglements du métabolisme. Or, la
plupart des voies métaboliques annexes activees dans la pathologie du diabéte sont
accompagnées par une surproduction d’especes oxydantes hautement réactives, mises en
cause dans I’apparition des diverses complications. Les causes des complications et des
pathologies associées au diabéte sont d’une part des mécanismes directement oxydatifs du fait
de I’état de stress oxydant chronique altérant les molécules biologiques, mais sont également
les voies délétéres pour les cellules activées par les ROS (Nishikawa et al., 2000) :

v" Production de ROS par la chaine respiratoire

Au niveau de la chaine respiratoire, les métabolites issus du cycle de Krebs fournissent
les électrons nécessaires au fonctionnement des pompes a protons permettant la mise en place
d’un potentiel membranaire utilisé pour la synthése d’ATP. Le transfert de ces électrons est
assuré par les différents complexes au sein de la membrane mitochondriale interne. En cas
d’hyperglycémie, I’oxydation du glucose est augmentée, provoquant la croissance du
potentiel membranaire qui lorsqu’il atteint un seuil critique, bloque le transfert d’e” au niveau
du complexe I1I. Les e” non appariés échappent alors de I’ubiquinone pour produire I’anion

superoxyde en reagissant avec I’accepteur final, I’O, (Brownlee, 2001).

Dans les axones, la forte population de mitochondries et un acces direct au glucose peut
expliquer I’apparition d’un stress oxydant en cas d’hyperglycémie. Ce stress peut provoquer
la mitoptose a travers des dommages de I’ADN mitochondriale, et peut évoluer jusqu’a la
mort cellulaire programmeé a I’origine des neuropathies (Figueroa-Romero et al., 2008).
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Figure 21 : Production de ROS au niveau de la chaine respiratoire
(Amplification de la production de ROS au niveau de la chaine respiratoire
induite par une entrée massive de glucose dans la cellule suivant un épisode

hyperglycémique) (Brownlee, 2005)

v La voie des polyols

Dans les conditions d’hyperglycémie, on observe une augmentation de la conversion
enzymatique du glucose en sorbitol par I’aldose réductase. Dans des conditions
physiologiques, cette réaction a également lieu, mais due a la faible affinité de I’enzyme pour
son substrat et cette voie reste limitée (Defraigne, 2005). Ensuite, le sorbitol déshydrogénase
(SDH) prend le relais en générant du fructose. Les activités enzymatiques de cette voie
affaiblissent d’une part les défenses anti-oxydantes par la consommation du NADPH
nécessaire a la régénération du GSH, et stimulent d’autre part la production indirecte de ROS
par la NADH oxydase liée a I’accumulation de NADH (fig.22). Un stress oxydant apparait
donc suite a I’affaiblissement des défenses anti-oxydantes et une surproduction des entités

réactives (Baynes et Thorpe, 1999; Brownlee, 2001).

Aldose réductase  Sorbitol deshydrogénase

Uluuu:mﬁ Sorbitol ﬁ Fructose

NADPH NADP NAD NADH

'-l i : NADH oxidase
Y
GSSG GSH > RDST

Glutathione réductase

Figure 22 : Voie des polyols (Martin et Hwa, 2012)
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v" La voie des hexosamines

Une partie du glucose intracellulaire peut également étre détournée de la glycolyse
auprofit de la voie des hexosamines. Cette voie, a travers la baisse de [I’activité
glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase et I’activation de la glutamine:fructose-6
phosphateaminotransférase (GFAT), est a I’origine de I’O-acétylglucosaminylation des
protéines(Fig.23). Ceci peut reésulter en la perte de leur fonction (Brownlee, 2001; Du et
al.,2000).

Par exemple, dans les cellules endothéliales, lorsque I’eNOS est concernée, elle
estinactivée, ce qui entraine une altération de la fonction endothéliale. De plus,
I’augmentationdes taux cytoplasmiques de glucosamine génere la production de H,O,.
Ainsi,I’hyperglycémie conduit notamment a une perte de fonctionnalité des cellules f-
pancréatiques, a travers ce mécanisme d’activation de la voie des hexosamines, productrice
deROS (Kaneto et al., 2001).
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Figure 23 : Voie des hexosamines (Lima et al., 2012)

v Lavoie des protéines kinase C
L’hyperglycémie induit la encore la synthese de diacylglycérol (DAG) soit a partir des
métabolites intermédiaires de la glycolyse, soit indirectement par la production de ROS
stimulant a leur tour la production de DAG (Das Evcimen et King, 2007). L’accumulation de
DAG initie I’activation de la voie des protéines kinases C (PKC). D’une part, les PKC
génerent une surproduction d’anion superoxyde (Ceriello, 2003; King et Loeken, 2004).
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D’autre part, les PKC vont agir sur diverses voies de signalisation impliquées dans plusieurs
complications diabétiques. Parmi celles-ci, les PKC réduisent I’expression d’eNOS dans les
cellules endothéliales induite par I’insuline mise en cause de la dysfonction endothéliale.
(Defraigne, 2005).

1.2. Vieillissement

Le vieillissement est I’ensemble des processus physiologiques et psychologiques qui
modifient, apres la phase de maturité, la structure et les fonctions de I’organisme d’un étre
vivant sous I’action du temps. La notion de physiologie exclut les modifications induites par
des maladies. Il a pour caractéristiques d’étre progressif, universel et classiquement

inéluctable et irréversible (De Jaeger, 2011).

Il existe de nombreuses théories explicatives de ce phenomene de vieillissement : theéorie
génétique, théorie immunologique, théorie de la restriction calorique et théorie du SO
(Fig.24). Cette derniere attribue un réle prépondérant aux ERO qui entrainent des Iésions
macromoléculaires de la cellule, en réagissant avec les lipides notamment membranaires, les
protéines et les acides nucléiques, ce qui peut entrainer des dégats majeurs de la cellule

pouvant conduire a la mort cellulaire (Harman, 1956).

ERO
Oxydation des lipides membranaires Dommages des lipides , protéines et ADN
Formation de lipofuschine Lésions des macromolécules cellulaires

v v

Ralentissement de la capacité de reproduction
des cellules et de la synthése d'ADN et d'ARN

v v

Vieillissement

Mort cellulaire

Figure 24 : L’interaction du stress oxydant avec le vieillissement

Les ERO provoquent des attaques des cibles cellulaires, induisant des dommages
oxydatifs moléculaires cumulatifs responsables du vieillissement. L’accumulation de produits

d’oxydation des biomolécules au niveau plasmatique et au niveau cellulaire, est responsable
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de dégats organiques. Les RL attaquent notamment les membranes de nos cellules qui sont
trés vulnérables a I’oxydation puisqu’elles sont constituées de lipides insaturés. L’oxydation
des membranes produit un déchet métabolique, la lipofuscine, qui par accumulation dans
I’organisme apparait sur la peau en formant ce que I’on nomme les « taches de vieillesse ». La
lipofuscine ralentit la capacité de reproduction des cellules et la synthése de I’ADN et de
I’ARN (De Jaeger, 2011).

1.3. L’obésité
D'un point de vue médical, l'obésité est un excés de masse grasse entrainant des

inconvénients pour la santé.

Chez les sujets obéses, un état de SO a été mis en évidence. Plusieurs hypotheses
mécanistiques ont été evoqueées pour tenter d’expliquer comment le SO est susceptible de
participer a la pathogenése de I’obésité, mais cette derniére elle-méme pourrait étre
responsable de I’induction d’un état de SO. Le SO est donc a la fois induit par I’obésite, mais
il favorise aussi I’accumulation des graisses, ce qui crée un cercle vicieux (Bonnefont-
Rousselot D, 2014).

Le SO peut ainsi stimuler la différenciation des pré-adipocytes en adipocytes (fig.25).
Au cours de I’obésité, I’accumulation excessive de lipides stimule le développement du tissu
adipeux en activant la prolifération des pré-adipocytes, leur différenciation en adipocytes et en

augmentant la taille des adipocytes (Spiegelman et Flier, 2001).
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Figure 25 : L’interaction du stress oxydant avec I’obesité
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Or, il a été montré que le SO induit par H,O, favorise la différenciation des pré-
adipocytes en adipocytes, en régulant positivement des activateurs transcriptionnels tels que le
C/EBP-B et le PPAR-y, intervenant dans le programme de différenciation adipocytaire (Lee et
al., 2009).

En outre, des données attribuent également aux ERO un réle dans le contr6le du poids
par le systtme nerveux central (Alfadda et Sallam, 2012). Plus spécifiquement, elles
pourraient agir au niveau de I’hypothalamus, zone ou sont localisés de nombreux neurones
permettant le contr6le de la satiété ou de la faim. Ces données permettraient de mieux
comprendre la difficulté de perte de poids avec I’age ainsi que la longeévité induite par la
restriction calorique. Parallelement, I’obésité peut induire un état de SO au niveau
adipocytaire (Wellen et Thompson, 2010).

1.4. Cancer

Le cancer est une maladie multifactorielle causée par des facteurs internes comme les
mutations heréditaires, les hormones et les conditions immunitaires; et des facteurs
environnementaux acquis comme le tabac, l'alimentation, les rayonnements et les agents
infectieux. Ces facteurs modulent certains éléments cellulaires importants incluant des génes
tels que proto-oncogénes, les génes suppresseurs de tumeurs et les génes de réparation

del’ADN a travers des intermédiaires cellulaires (Storz et al., 2013).

Les intermédiaires cellulaires influencent les voies de signalisation cellulaire, qui sont
principalement médiées par les facteurs de transcription suivants: NF-kB, les kinases, divers
facteurs de croissance, les cytokines et d'autres protéines. Un des principaux intermediaires
cellulaires sont les ERO, qui présentent des effets bénéfiques a des niveaux faibles
(signalisation intracellulaire et homéostasie), tandis que I'accumulation excessive des ERO,
peut provoquer plusieurs troubles, y compris la carcinogenése (Acharya et al., 2010).

Un niveau élevé des ERO dans n'importe quelle cellule normale peut la convertir en une
cellule maligne et joue ainsi un réle important dans les différentes étapes du cancer. Le
développement du cancer par les ERO implique diverses molécules de signalisation. Les
ERO, générés de facon exogéne ou endogene, vont d'abord contrecarrer les mécanismes de
défenses antioxydantes et induisent des lésions de I'ADN. L'accumulation des dommages

d’ADN causés par un mauvais entretien ou une réparation incompléte peuvent entrainer une

39



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE Stress oxydant et pathologies humaines

mutagenese et par conséquent une transformation, en particulier si elle est combinée avec une
déficience de la voie apoptotique (Kryston et al., 2011). Si les cellules hébergeant de telles
modifications de I'ADN échappent a la mort cellulaire programmeée, ils peuvent continuer a

proliférer, augmentant la probabilité d'une croissance cancereuse.

Ainsi, l'oxydation des protéines par les ERO peut altérer leur fonction, y compris
I'inactivation ou l'activation constitutive, ce qui peut contribuer a la croissance oncogene
(Nakashima et al., 2002).Enfin, la peroxydation lipidique génere plusieurs molécules
génotoxiques telles que des aldéhydes réactifs qui peuvent modifier les protéines et 'ADN
(Storz et al., 2013).

1.5. Maladie de Parkinson
La MP est une maladie neurodégénérative caractérisée par une détérioration des cellules

qui produisent la dopamine.

Le SO est potentiellement impliqué dans la dégénérescence des neurones
dopaminergiques de la substance noire (SN) (Desport, 2002). Ces neurones sont exposés a de
grandes quantités de RL oxygénés, dont I’origine peut étre diverse. Une partie de la
production de RL peut provenir du catabolisme de la dopamine. Celui-ci s’effectue selon deux
voies principales : une dégradation non enzymatique, dite d’auto-oxydation et une

dégradation par oxydation.

La dégradation par auto-oxydation produit des semiquinones puis, par polymeérisation,
de la neuromélanine qui génere des RL (Graham et al., 1978). La neuromélanine a une forte
affinité pour le fer (Ben-Shachar et al., 1990) et posséde des propriétés oxydoréductrices
propres (transformation de I’oxygéne en H,05) et une activité qui augmente la dismutation de
I’anion O," en H,0, (Swartz et al., 1992). La dégradation par oxydation utilise la mono-
amine oxydase (MAOQ) et produit également de I’ H,O, (Spina et al., 1989). Une autre source

de RL est constituée par la CRM des neurones dopaminergiques.

Enfin, la SN est une des régions cérebrales les plus riches en fer, qui peut favoriser la
formation de RL a partir du H,O, par la réaction de Fenton (Sofic et al., 1991). Il est donc
théoriquement possible qu’un dysfonctionnement d’un de ces systémes producteurs de RL
puisse conduire a un SO et favorise la destruction des neurones dopaminergiques au cours de
la MP.
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1.6. L’athérosclérose

L’athérosclérose est une pathologie inflammatoire chronique multifactorielle qui se
caractérise par un épaississement de la paroi des artéres au niveau de I’intima (fig.26). Les
LDL circulantes vont pénétrer par transcytose dans I’intima ou elles vont étre oxydees par les
EROs. Les LDL oxydées vont ensuite stimuler au niveau des cellules endothéliales la
production de molécules VCAM, ICAM, MCP-1, entrainant le recrutement de monocytes qui

une fois dans I’intima vont se différencier en macrophages.
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Figure 26 : Structure de la paroi artérielle (Bruneval, 2003)

Les macrophages possédent des récepteurs qui reconnaissent les LDL oxydées. Ils vont
donc étre internalisés par les macrophages formant ainsi des cellules spumeuses qui
aboutiront a la formation de stries lipidiques, premiére étape du développement de la plaque
d’athérosclérose (fig.27) (Clémentine, 2014).
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Figure 27 : la formation d’une plaque d’athérosclérose (Léoni, 2001)
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I. Méthodes de dosage des biomarqueurs du stress oxydatif

1. Le choix des biomarqueures du stress oxydant

Les scientifiques se sont intéressés, dés le debut, des recherches sur le stress oxydant, a
la découverte d’un marqueur biologique qui identifierait a coup sdr la présence d’un stress

oxydant dans diverses situations expéerimentales ou cliniques.

Toutes les méthodes proposées, qu’elles que soient, présentent toujours leurs propres
specificités et limites, montrant qu’il serait utopique de croire en I’existence d’un marqueur
idéal et unique de stress oxydant (Favier, 1997 ; Pincemail et al., 1999). Donc, les critéres

d’un bon biomarqueur peuvent étre définis comme suit (Carine Badouard, 2006):

v Un produit majeur de modification oxydative qui peut étre directement impliqué
dans le développement de la maladie;

v Un produit stable non susceptible d’induction artéfactuelle ou de perte durant la

conservation des échantillons;

v Représentatif de la balance entre la génération des dommages oxydatifs et leur

élimination;
v Déterminé par une analyse spécifique, sensible, reproductible et robuste;
v' Libre des facteurs confondants venant d’une prise alimentaire;
v Accessible dans un tissu cible comme les lymphocytes et cellules mononuclées;
v Mesurable dans les limites de détection d’une procédure analytique fiable.
Ainsi,

v Les dosages des biomarqueurs en fonction du matériel dont nous disposons au

sein de notre établissement et les réactifs disponibles.

Selon ces critéres, nous allons nous intéresser dans ce chapitre aux méthodes employées

pour déterminer les principaux parameétres du stress oxydatif:
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2. Méthodes de dosage des principaux biomarqueurs du stress oxydatif
2.1. Dosage du glutathion réduit (GSH)

La méthode de Wekbeker et Cory (1988) a été appliquée pour le dosage du glutathion
dans les tissus. Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I'absorbance optique de
I'acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de I'acide 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela, une
déprotéinisation de I’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements
thiol spécifiques du glutathion.
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Figure 28 : Principe de dosage du glutathion

Pour I’homogénat, une préparation obtenue apres broyage et homogénéisation des tissus
dans le TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4), la suspension est centrifugée a 9000 tours
par minute pendant 15 minutes & 4'C. Le surnageant est alors récupéré pour le dosage.

La procédure expérimentale du dosage du glutathion est la suivante:
v Prélever 0.8 ml de I'nhnomogénat.
v' Ajouter 0.2 ml de la solution d’acide sulfosalicylique (0.25%).
Apres agitation durant 15 mn dans un bain de glace:
v Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5min.

v’ Prélever 0.5 ml du surnageant. Ajouter 1 ml du tampon Tris, pH 9.6. Mélanger et

ajouter 0.025 ml de I’acide 5,5 dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) a 0.01 M.
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Aprés 5 min d'incubation, la lecture de l'absorbance s'effectue a A= 412. La

concentration en glutathion (GSH) est évaluée selon la formule :

DO x 1 x 1,525
GSH (nmol GSH/ mg protéine) =

13100 x 0.8 x 0.5 x mg protéine

DO : Densité optique ;

1 : Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation ;

1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant ;

13100 : Coefficient d’absorbance du groupement -SH a 412 nm ;

0.8 : Volume de I’homogénat ;

0.5 : Volume du surnageant.

La concentration de la forme réduite du glutathion (GSH) est mesurée par apport a 1mg

de proteines. Ce dosage doit donc étre accompagné par le dosage des protéines.

2.1.1. Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été effectué selon la méthode de Bradford (1976), qui utilise le
Bleu Brillant de Coomassie et I’albumine de beeuf comme standard.

Le bleu de Coomassi réagit avec les groupements amines (-NH;) des protéines pour
former un complexe de couleur bleu. L’apparition de cette couleur reflete le degré
d’ionisation du milieu acide et I’intensité correspond a la concentration des protéines dans
I'échantillon.

Pour cela, nous avons procédés aux étapes suivantes :

v" Prélever 0.1 ml de I’homogénat.
v Ajouter 5 ml du bleu de Coomassie.
v’ Agiter et laisser reposer 5 minutes.

v Lire a 595 nm les densités optiques contre le blanc.
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La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement
tracée. La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme étalon

d’albumine serique bovine (BSA a 1 mg/ml), realisée dans les mémes conditions (fig.29)
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Figure 29 : la gamme d’étalonnage utilisée (BSA 1 mg/ml) pour le dosage des protéines.

2.2. Dosage de malondialdéhyde (MDA)
Le MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras

polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres.

La peroxydation des lipides est estimée par mesure du malondialdéhyde (MDA) produit,
capable de réagir avec I’acide thiobarbiturique (TBA). La réaction de dosage du
malondialdéhyde, décrite par Esterbauer et al en 1992, repose sur la formation en milieu acide
et a chaud entre le malondialdéhyde et deux molécules d'acide thiobarbiturique, d'un pigment

absorbant a 530 nm.

OH
S H Hi A H
, ‘ SN . o P Chauffage |
- N;\SH XN Milien acide N N N S
o Malone dialdéhyde OH OH
Acide thiobarbiturique Produit coloré

Figure 30: Principe de dosage du malondialdéhyde
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La procédure s'est déroulée de la fagon suivante :

v

v

v

Prélever 375 pul de I'hnomogénat (surnageant).

Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHT 1%).

Vortexer et Centrifuger & 1000 tours/min pendant 10 min.

Prélever 400 pl du surnageant. Ajouter 80 ul du HC1 0.6 M.

Ajouter 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM).

Mélanger et incuber au bain marie & une température de 80 'C pendant 10 minutes.

La lecture se fait par spectrophotométrie, I’absorbance est directement proportionnelle a

la quantité de MDA formé, donnant ainsi une évaluation précise des lipides peroxydes.

La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =E.C.L) :

DO. 10°

C (nmol/mg protéine) =
e.y.L.Fd

C : Concentration en nmoles/mg de protéines ;

DO : Densité optique lue a 530 nm ;

E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 10° M™* cm™ ;
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;

X : Concentration de I’extrait en proteines (mg/ml) ;

Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.

2.3. Dosage de I’activité de la GPx

Le dosage de I’activité de la GPx tissulaire a été realisé selon la méthode décrite par

Flohe et Gunzler (1984), fondée sur I’oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion

oxydé (GSSG) par la GPx parallelement a la réduction de peroxyde d’hydrogéne (H,O,) en

eau :

GPx
H,0, + 2 GSH —» GSSG+2H,0
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Ce dosage a été fait selon les étapes suivantes :

v Prélever 0.2 ml de I'homogénat (surnageant).

v' Ajouter 0.4 ml de GSH (0.1 mM).

v Ajouter 0.2 ml de la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4).
v’ Incuber au bain marie & 25 'C, pendant 5 min.

v' Ajouter 0.2 ml de H,0, (1.3 mM) pour initier la réaction, laisser agir pendant 10

minutes.
v Ajouter 1 ml de TCA (1%) pour arréter laréaction.

Apreés incubation pendant 30 minutes dans la glace:

v' Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours /minutes.
v" Prélever 0.48 ml du surnageant. Ajouter 2.2 ml de la solution tampon TBS.
v' Ajouter 0.32 ml de DTNB (1.0 mM), puis mlélanger I’ensemble.

Aprés 5 minutes, I’activité de la GPx a ensuite été déterminée par spectrophotométrie a

412 nm selon la formule :
DO échatillon X DO gtalon X 0.04

GPx (nmol GSH/mg) =
DO étalon

DO ¢chantilion : Densité optique de I’échantillon ;
DO ¢taion : Densité optique de I’étalon ;
0.04 : Concentration de substrat (GSH).

2.4. Dosage de la catalase (CAT)

Les catalases sont présentes dans un grand nombre de tissus. Ce sont des enzymes
tétramériques, chaque unité portant une molécule d’heme et une molécule de NADPH. Ces
enzymes interviennent dans la défense de la cellule contre le stress oxydant en éliminant les
especes réactives et en accélérant la réaction spontanée de I’hydrolyse du peroxyde

d’hydrogéne (H,0;) toxique pour la cellule en eau et en oxygéne (Aebi, 1984).
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La réaction se fait en deux étapes. La réaction bilan est :

2H202 —> 2H20 + O2

L’activite de la CAT est mesurée a 240 nm & I’aide d’un spectrophotometre UV/visible
par la variation de la densité optique consécutive a la dismutation du peroxyde d’hydrogéne
(H20,).

2.4.1. Mode opératoire

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tampon phosphate (PBS) (0.1 M, pH 7.4) 800 780
H,0, (0.5 M) 200 200
Homogénat - 20

On note que :

v Le zéro de I’appareil est réalisé par le tampon phosphate.

v La quantité du surnageant (S9) doit étre déterminée en fonction de la quantité de
protéines qui doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/mL, soit une quantité de 10 a
20 pL de S9 dilué.

v’ L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps

de pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotométre.

v La lecture de I’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durant 60

secondes de mesure.

2.4.2. Calcul de I’activité de CAT :
ADO x 10
L activité de la CAT (uM H,O,/min/mg protéines (50 mg/dl) =

exLxXxFd

ADO : Variation de la densité optique par minutes ;
g : Coefficient d’extinction du H,O; (0,04 mM-1.Cm-1);
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L : Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1 cm);
X : Quantité des protéines en mg/ml;
Fd : Facteur de dilution du H202 dans le tampon (0,02).
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Il. DISCUSSION

Mettre en évidence un lien entre I’occurrence de certaines maladies et le stress oxydatif

est un domaine d’étude qui retient I’attention de nombreux chercheurs.

Certes, I’origine de la plupart des états pathologiques est multifactorielle, mais la
possibilité d’influencer leur apparition et leur développement grace a I’alimentation présente
un grand intérét. L’utilité de certains nutriments semble aujourd’hui reconnue. Il s’agit, en
particulier de vitamines et molécules naturelles ayant une activité antioxydante, permettant de
lutter contre les radicaux libres. A cause de la grande réactivité et de I’action délétére de ces
derniers sur les systemes biologiques, ils sont incriminés dans les mécanismes du
vieillissement et interviennent dans la physiopathologie de plus d’une centaine de maladies.
Renforcer les défenses antioxydantes de I’organisme semble donc un enjeu majeur pour

préserver la santé.

Dans le cadre de ce travail, nous allons essayer de donner les points de quelques études
qui nous semblent essentiels a la bonne compréhension du phénomene du stress oxydatif et
nous allons ainsi présenter les résultats qui se déduisent de ces études et les analyser assez

brievement :

Au travers des différentes études (Mozhdeganloo et al., 2015; Abdel Rheim et al., 2015 ;
Renuka et al., 2017 ; Amraoui et al., 2018 ; Giovanella et al., 2015) menées dans le but
d’évaluer expérimentalement le stress oxydant, nous avons pu voir que des polluants comme
les pesticides, les métaux lourds et certains produits chimiques sont effectivement des

éléments proxydants. lls sont donc capables de déclencher un stress oxydant.

L’étude de (Mozhdeganloo et al., 2016), a pour objet d’évaluer I’hépatotoxicité de la
perméthrine (pesticide) chez le poisson (Rainbow). Les auteurs de cette étude ont montré que
I’exposition des poissons a ce pesticide induit un stress oxydatif dans le foie, se traduisant par
une élévation du taux de malondialdéhyde (MDA) et de la concentration du glutathion réduit
(GSH). Toutefois, ces mémes auteurs ont montré le pouvoir protecteur de la vitamine C
contre I'hépatotoxicité induite par la perméthrine. L'activité hépatoprotectrice a été observee

par la restauration des marqueurs du stress oxydant (MDA, GSH).

De méme, I’étude de (Abdel Rheim et al., 2015) confirme également I'effet pro-oxydant
des pesticides dans le foie des rats traités par I'esfenvalérate (insecticide). De modifications
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dans l'activité des enzymes antioxydantes (SOD et CAT), qui sont souvent considérées
comme les marqueurs les plus significatifs du stress oxydant cellulaire, ont été constatées
chez les rats contaminés par l'esfenvalérate. Ainsi, une augmentation de la peroxydation
lipidique (augmentation du taux de MDA) et une déplétion de la teneur hépatique en GSH
réduit a été observées dans cette étude. Afin de prévenir I’effet toxique de I'esfenvalérate,
(Abdel Rheim et al., 2015) ont abouti a des améliorations des parametres du stress oxydant
(MDA, GSH, SOD et CAT) par un traitement des rats avec le curcuma, une plante médicinale

aux trés grands pouvoirs antioxydants.

D’autres travaux, ont été aussi réalisés pour évaluer I’effet pro-oxydant des métaux
lourds. (Renuka et al., 2017), ont par exemple montré que, aprés une exposition au cadmium
par voie orale, ce métal est capable d’induire des effets déléteres chez le rat Wistar. Le
cadmium agit via un stress oxydant (augmentation du taux de MDA), ce qui réduit le systéeme
de défense antioxydant des cellules (une diminution de l'activité de la SOD, GPx, CAT et
GST). Dans cette etude, la consommation d’extraits d'Emblica officinalis (plante médicinale)
et la quercétine (flavonoide) a empéchee I'augmentation des niveaux de MDA et a améliorée
I’activité des enzymes antioxydantes des rats traités avec le cadmium. L'Emblica officinalis et

la quercétine ont montré une trés puissante activité anti radicaux libres.

Des perturbations oxydatives (inhibition enzymatique, déplétion du glutathion et
augmentation de la peroxydation lipidique), ont été observées chez des rats traités avec
d’autres substances chimiques comme le bisphénol A, une substance chimique de synthese
principalement utilisée depuis de trés nombreuses années dans la fabrication de plastiques et
de résines. En outre, ces perturbations oxydatives sont nettement diminuées par

I'administration d'antioxydants naturels (vitamine E et sélénium) (Amraoui et al., 2018).

En dehors des facteurs pro-oxydants classiques, certains médicaments peuvent étre
également responsables d'un stress oxydatif plus ou moins important. En fait, une récente
étude publiée dans Annals of the Brazilian Academy of Sciences, dirigée par Giovanella et al
en 2015 a constaté que la primaquine et la chloroquine (médicaments antimalariques),
administrées par voie intra-péritoneale sont a lI'origine d'un stress oxydant chez des rats males

de la souche Wistar.

Au travers de cette étude, Giovanella et al ont montré que le traitement des rats par ces

deux médicaments a provoqué une augmentation de la peroxydation lipidique rénale et des
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dommages de I'ADN en particulier au niveau du foie, du cerveau et des reins ; indiquant que

les effets delétéres de la primaquine et la chloroquine chez les rats sont associés a un stress
oxydant au niveau des organes.

Comme I’illustre la multiplicité des publications, de nombreuses études ont donc essayé
d'identifier les causes du stress oxydant et d’étudier I’efficacité d’une combinaison de

plusieurs antioxydants alimentaires pour renforcer le statut antioxydant et diminuer les
dommages tissulaires issus des effets potentiellement nocifs des radicaux libres.
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Conclusion générale et perspectives

Le stress oxydatif ou stress oxydant correspond a une agression des cellules par des
radicaux libres, aussi appelés “ especes réactives de I'oxygene ” (ERO). Ces dernieres, sont
produites dans les organismes vivants sous l'effet du métabolisme cellulaire normal ou de

facteurs environnementaux, comme le tabac ou la pollution. Ce processus biologique,

« »

dénommé © stress oxydant ”, est aujourd’hui reconnu comme principal précurseur de
nombreuses pathologies telles que les cancers, le diabéte, les maladies cardiovasculaires et

neurodégénératives et bien d’autres encore.

Cependant, les antioxydants apportés par une alimentation saine, particulierement riche
en fruits et Iégumes, permettent de protéger notre organisme contre les radicaux libres et ainsi,
ils permettent la prévention de nombreuses maladies. A ce titre, I’utilisation de suppléments

d’antioxydants pour prévenir les situations de stress oxydant a été particulierement étudiée.

A la suite d’une étude bibliographique sur le phénoméne du stress oxydant et la capacité
des antioxydants a lutter contre les effets néfastes des radicaux libres ; cette recherche

documentaire que nous avons menée nous a permis d'identifier plusieurs perspectives :

1) intensifier les recherches sur les sources de stress oxydant qui sont I'un des éléments
essentiels pour répondre a des questions relatives a la compréhension de ces mécanismes

déléteres ;

2) intensifier les recherches sur les sources d'antioxydants naturels afin d'étudier les
possibilités de renforcer I'effet protecteur de I’organisme par la supplémentation de ces

composés naturels;

3) confirmer I'effet protecteur des antioxydants chez I’homme ou d’autres espéces de

mammiféres ;

4) étudier les possibilités de renforcer I'effet protecteur par la prise concomitante de

plusieurs antioxydants, suggérant ainsi une possible synergie entre ces composés naturels.
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