stress oxydant



Notion de radical libre

Un radical libre (RL) est une espece chimique qui possede un
électron non apparié (celibataire) sur sa couche périphérique

¢ @ . ©
H-+O-+H H4+O
¢ ) ¢ Oa
électrons de la liaison H,0O électrons célibataire
du radical hydroxyle

Le radical est doté d’une réactivité particuliere associée a une durée de
vie tres courte (103 a 10 s)
Afin d’apparier son électron célibataire, il peut se comporter avec
d’autres atomes ou molécules comme :

un oxydant

un réducteur



Notion de radical libre
Définition

Réduction = gain d’électron COO + e +HtY — COOH

Oxydation =» perte d’électron CQOQ —— CO, + €

Formation de radicaux libres
Scission homolytique d’une liaison covalente = Radicaux neutres

A-B —/m™ A" + B
=

Réduction monoélectronique = Radical négatif
A"+ ¢ — A~
Oxydation monoélectronique = Radical positif

B 5 B.++ e



Notion de radical libre

Les radicaux libres impligués dans le stress oxydant
présentent un électron célibataire sur un atome d’oxygéne

Ces radicaux libres peuvent étre produits in vivo ou in Vvitro
SOit :
® Par rupture homolytique d’une liaison covalente en deux
COmposés conservant un électron célibataire

® Par la perte ou le gain d’un électron chez une espéce non
radicalaire

In vivo ils peuvent étre généerés en faible quantité lors du métabolisme
normal de 'oxygene (CRM)



Formation des radicaux libres

Oxygene = H,O via chaine respiratoire mitochondriale (CRM)

O, : accepteur final des electrons libérés (formation ATP)

Réduction quasi-instantanée de I'O, au cours'de la respiration :
O,+4H*"+4e = 2H,0

Pas d'états réduits intermédiaires (ERO, RL)

Réactions assurees par:

- Complexes protéiques (cytochrome C oxydase)
- Oxydation de NADH, FADH, (équivalents réduits)

ERO : Espéces Réactives de I’Oxygéne - RL : Radicaux Libres



Formation des radicaux libres

La CRM permet la réduction de I'oxygene moléculaire en 2 H,O.

Cette réduction :

- implique la présence de quatre électrons

- est rendue possible grace a un systeme complexe de protéines et
d'enzymes localisées dans la membrane interne de la mitochondrie

Les conséguences de cette activité de la CRM sont doubles et paradoxales

- la mitochondrie réapprovisionne la cellule en ATP

>~ 0,4 a4% de O, ne sont pas correctement convertis en eau

NADH / ~0,4 2 4%

1
2 O Matrice
an+| H.O  mitochondriale

/

C4

AH* -



Formation des radicaux libres / ERO

AU niveau mitochondrial
H,0O

Tetrareduction  4e
Cytochrome C

oxydase

95%
O,
Monoréduction 1e'\
o. MNSOD R
3-5% O, H,0,

OH’

Radical hydroxyle



Especes Réactives de I’'Oxygene (ERO)

ERO : especes beaucoup plus réactives que I'oxygéne qui leur a donné
naissance

Anion superoxyde 02‘_

peroxyde d'hydrogéne HZOZ ' Espéces Réactives de I’'Oxygéne (ERO)

Radical hydroxyle OH° )

Il existe d’autres ERO

ROZ' Radical peroxyle NQO® Monoxyde d’azote

R(O®* Radical alkoxyle



Especes Réactives de I’'Oxygene (ERO)

ERO : especes beaucoup plus réactives que I'oxygéne qui leur a donné
naissance

e 2H"+e H* + e
0, —— 0y  ——— H,0, - OH' —— H,0

Anion sﬁperoxyde Radical Ehydroxyle

Oxygene peroxyde d'hydrogéne
moléculaire



ERO rencontrées dans I’organisme

Les radicaux libres de I’'oxygene

Anion superoxyde Faible action oxydative
0O2°* Formé par la mitochondrie

Peut générer des radicaux secondaires
Radical hydroxyle OH* Tres réactif avec les macromoleécules

biologiques
Oxyde nitrique NO®° Réagit avec OH™ = peroxynitrite
Radical nitrosyle ONOOH |sSe décompose en radical hydroxyle

Les especes réactives de I'oxygene

peroxynitrite ONOO- Peut réagir avec la SOD pour nitrater les

Tyr
Oxygene singulet 10 Atome d’oxygene seul ; Tres réactif ;

2 Durée de vie tres limitée

Peroxyde HZOZ En présence Fe - radical hydroxyle
d’hydrogéne




Formation des différentes ERO

Oxygene . h O
singulet 2

peroxyde
d'hydrogene

\4 \OQ
- O
| |
Monoxyde Anion
d’azote superoxyde
' ¥

Peroxynitrite . Radical
’ IR hydroxyle
NO,

[ Radicaux primaires, dérivent de O, ou de N par réduction de 1e-

[ Espéces réactives de O, (ERO)



Formation des différentes ERO

Oxygéne haA O oxydases peroxyde
singulet 2 d'hydrogene

NAD(P)H
Arg oxydase 500 \o*\
O
} <®

NO* O, 3+
H || H 2| -
Monoxyde Anion

d’azote superoxyde

Peroxynitrite Radical
’ hydroxyle

[ Radicaux primaires, dérivent de O, ou de N par réduction de 1e-

[ Espéces réactives de O, (ERO)



Toxicité des ERO

Oxygene ) ha >
singulet

‘ HZOZH peroxyde

d'hydrogene

Radical
Peroxynitrite hydroxyle
Nitration des Activation Oxydation Peroxydation Oxydation

protéines de kinases des protéines des lipides du DNA



Especes Reéactives de I’'Oxygene (ERO)

ERO : especes beaucoup plus réactives que I'oxygéne qui leur a donné
naissance

H" + e
i, - i, T+ @
020 e on 2 H e R : 202 J\ > OAHQ R :20
Anion saperoxyde Radical Ehydroxyle

Dioxygene peroxyde d'hydrogene



Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Oxygene singulet
Atome d’oxygene seul.

* || est tres réactif - Durée de vie tres courte.

* |l est produit par transfert d’énergie lumineuse par des protéines telles
riboflavine, la bilirubine et le rétinal.

que

la



Les Especes Réactives de I’'Oxygene o8

Anion superoxyde (O, *)

Produit par capture d’un électron = I'oxygéne moléculaire est réduit en
anion superoxyde :

OZ + 1e- > OZ.-
Il est produit majoritairement par la CRM, mais egalement par des oxydases

Produit par une oxydase membranaire NAD(P)H oxydase :
Modulation de la signalisation cellulaire
Intervention dans les régulations métaboliques

Parmi les RL du stress oxydant, I'anion superoxyde est celul qui a la
reactivité vis-a-vis des substrats la plus faible

Il ne réagit pas avec les Acides nucléiques et les protéines



Les Especes Réactives de ’'Oxygene
Peroxyde d’hydrogéne (H,O,)
Peut étre obtenu :

Par réduction divalente de I'oxygene moléculaire (action des oxydases)

Par dismutation de I’anion superoxyde :

2 0,% + 2H* - H,0, + O,

H,O, électriquement neutre, réactivité limitée > diffuse a travers les
membranes biologiques plus facilement que Panion superoxyde

Il donne naissance a des radicaux plus réactifs



Les Especes Réactives de ’'Oxygene
Peroxyde d’hydrogéne (H,O,)

H,O, est un oxydant puissant, mais les vitesses de réaction, en I'absence
d'un catalyseur tendent a étre tres faibles

De petites traces d'ions meétalligues redox-actifs peuvent augmenter
considérablement les réactions d'oxydation de H,O,

Fe?" + H,0, + H* > Fe3* + H,0 + HO’
Fes* +1/2 H,0, > Fe?*+1/20,+ H*
3/2 H,0, > H,O +1/2 O,+ HO’

Le peroxyde d'hydrogene H,O, par lui-méme n'est pas une ROS dangereuse,
sauf si de petites traces de metaux impliqués dans les réactions rédox, en
particulier Fe2*/3* sont présents



Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Le radical hydroxyle (OH®)

La coexistence de I'anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogene peut
engendrer cette espece oxygeéneée tres réactive

Cette réaction est catalysée par des métaux de transition (Fe?* et Cu?*)

Réaction de Fenton

H,O, + Fe?* . Fe3* + OH + OH°

Fe2* est reconstitué par divers réducteurs dont I’anion superoxyde

Fe3+ + OZ‘- > F92+ + 02




Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Le monoxyde d’azote (NO°)

Le monoxyde d’azote est un radical libre diatomique :N
constitué d'un atome d'azote et d'un atome d'oxygene °e
Gaz

Radical libre peu réactif (NO®)
Concentrations in vivo: 5 nM - 4 uM

NO* est caracterisé par :

Une grande capacité a diffuser
Une réactivité limitée
Une 2 vie qui n’excéde pas quelques secondes

NO*® est susceptible de réagir avec :

La plupart des ERO
Les fonctions thiols
Les métaux (fer héminique)



Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Synthése du monoxyde d’azote (NO°)

NQO-* est synthétisé a partir du L-arginine
La réaction est catalysée par les Nitric Oxide Synthases (NOS)

Les NOSynthases

Homodimeres, PM = 135-150 kD/monomere
Chague monomere = deux domaines d'activité :
Un domaine reductase
Un domaine oxygénase
Coenzymes impliqués : FAD, FMN et Heme

Cofacteurs impliqués : BH4 et Ca-calmoduline



Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Les NOSynthases
Chague monomere =» deux domaines d'activite :

: , O, + arqginine
Un domaine réductase 2 J

Un domaine oxygénase

Coenzymes impliques :
FAD, FMN, NADPH et Heme

Cofacteurs impliques :

BH4 et Ca-calmoduline

R~ calmoduline
Ca?t
NO + citruline



Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Les NO Synthases (NOS)
4 iIsoenzymes de Nitric Oxide Synthase

NOS-I =» neuronale =2 nNOS
NOS-II =» inductible = INOS

NOS-Ill = endothéliale = eNOS
MINOS = mitochondrial = mNOS

Réaction globale

NOS . . o
Arg + 2 NADPH + O,— Citrulline + NO + 2 NADP*



Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Arg + 2 NADPH + O, NOS Gitrulline + NO® + 2 NADP*

NOS | et NOS Il

 Exprimées de facon constitutive
» Activées par [Ca™"] intracellulaire
e Produisent des concentrations nanomolaires de NO

NOS Il

« Exprimée de facon constitutive a de faibles concentrations et inductible par
les cytokines

e Activité constitutive mais possible stimulation par les RCPG via Gy

e Produit des concentrations micromolaires de NO

MtNOS

 Mitochondriale
e Forte homologie avec nNOS
e Activée par [Ca™"] intracellulaire



Les effets du NO

Monoxyde d’azote (NO®)

PIP2 P — eNOS inactive
., ca¥t

&  camcCa®—p\) eNOS active Cellule
/ —/‘ ,Y\ endothéliale

N Ca?t NO + Citrulin! Arginine

GTP
+MLCP Cellule
) » ~ PKG-1 active e CGMP& 1
Relaxation musculaire

W [Ca?*] \I/‘/ lisse



Les Especes Réactives de ’'Oxygene

Devenir du monoxyde d’azote (NO®)

NO® peut étre :

Oxydeé en ion nitrosonium (NO%)
Réduit en anion nitroxyle NO”

La production concomitante de NO® et de d’ion superoxyde (OZ") en un
méme site entraine la formation du peroxynitrite (OONO’) ; ERO
hautement cytotoxique

NO® + 0, - ONOO

NO® se rapproche de 02" par sa faible reéactivité sur les molécules
biologiques



Sources cellulaires des ERO

La CRM =» coenzyme Q (ubiquinone)

La mitochondrie =» source continuelle de radicaux libres (~0,4 a 4%)
Elle permet la formation de trois espéces radicalaires : O," , OH", H,0,

NADH
NAD*

succinate 2H* 1 0,

fumarate

an+| H.O  mitochondriale
= s /

QH, - - H3 V

Q %Q A %3 & C4

Matrice

.~

A

4H* 0,
EIM

02.-— H202 EE— OH.

SOD Fe?*



Sources cellulaires des ERO

NADH

succinate

¥ O
fumarate 2H* 2 :
\/ - H,O Matrice
- > /‘ mitochondriale
anﬁ&.‘ QM ® "4
o D> 3 @4
& v
G
Coenzyme Q Ubisemiquinone Ubiquinol
Ubiquinone (réduction partielle) (Réduction totale)
O O OH
H,CO le ;1H+ . H,CO le™ ;1H+ H,CO
<
H;CO R ; ‘ H,CO R H,CO R
o, 7 ©: :
O 2 O OH
Coenzyme Q Ubisemiquinone Ubiquinol

Ubiquinone
(Oxydation totale)

(Oxydation partielle)



Sources cellulaires des ERO

Dans les cellules = production essentiellement enzymatique :

Les oxydases

NAD(P)H oxydase membranaire (membrane plasmique, membrane de
vésicules de phagocytose)

NADPH + O, » NADP + H* +0,”

Autres sources enzymatiques :

Monoamines oxydases & H,0,

5-lipooxygénases et cyclooxygénases =» 02_ '

Auto-oxydation des catéchols et des cathécholamines & O, *+ OH’



Sources cellulaires des ERO

NAD(P)H oxydase membranaire

NAD(P)*

Polynucléaire neutrophile Cellule musculaire lisse

Complexe multimérique localisé au niveau de la membrane plasmique

Complexe transmembranaire qui permet par interactions avec le substrat
NAD(P)H cytoplasmique, la libération de I'anion superoxyde produit a
I’extérieur (PN) ou a l’intérieur (cellules musculaires lisses) de la cellule



Sources cellulaires des ERO

Au niveau du peroxysome

Les peroxysomes utilisent une part importante de I'O,

Production majoritaire de H,O,
Glycolate oxydase; acylCoA oxydase; D-amino acide oxydase...

La catalase utilise H,0, formée par ces enzymes pour oxyder différents
substrats (AG) et pour la détoxification (éthanol)

Au niveau du REL / CytP g,

@ Le REL est riche en complexes multienzymatiques impliqgués dans les
processus de detoxification de métabolites faisant intervenir des cytP,,
@ Oxydation de AG insaturés

L. Réduisent O, en ions superoxyde (02") et/ou H,0,

ERO produits pourraient étre impliqués dans des fonctions physiologiques
du RE (adressage, sécrétion protéines)



Sources cellulaires des ERO
Autres systemes de production

Auto-oxydation
Cyclo-oxygénase et lipo-oxygénase

Systeme de transport des electrons dans la membrane
nucléaire

Xanthine/xanthine oxydase
Activation des polynucleéaires

Hémoglobine et Myoglobine



Sources cellulaires des ERO

Les mitochondries : principale source de production des ERO

Mitochondries | microsome | peroxysome | cytosol

45% 20% 30% 5%

Exception pour le foie, oules microsomes sont les
principaux producteurs

Mitochondries | microsome | peroxysome | cytosol

15% 45% 35% 5%




Stress oxydant

Equilibre physiologique : A
* RL produits en permanence
« Systemes de défense : antioxydants

Le stress oxydant est observé lorsque la production des ERO dépasse
les capacités de défense des tissus :

 déficit en antioxydants
e surproduction de radicaux libres
* les deux

Il entraine des altérations des composants cellulaires, dues aux réactions
chimiques des ERO avec les lipides, les protéines et les acides
nucléiques cellulaires



Origines du stress oxydant

Origines multiples

v

o

v

v

v

Intoxications aux métaux lourds (mercure, plomb, cadium)
Irradiations (UV, rayons X...)

Phénoménes d’ischémies/reperfusions (thromboses, exercice)
Carences nutritionnelles (vitamines, oligoélements)

Anomalies génétiques (mauvais codage pour une protéine)

Localisation

o

v

Pas au niveau de I'organisme entier

Niveau tissulaire

@ Type cellulaire précis



LA DOUBLE VIE DES RADICAUX LIBRES



UN PARADOXE

Faible concentration

ERO (de O, et/ou N,) = mediateurs cellulaires avec des fonctions
diversifiées :

- inflammation; phagocytose et reaction immunitaire

- voies de transduction du signal de plusieurs Ho et FC (PDGF, Insuline...)

4 vie courte, diffusion rapide, réactivité avec proteines et lipides - parfaits
médiateurs

Forte concentration

e Equilibre redox perturbé = ERO s’accumulent et exercent une toxicité
dépendante de la dose, de la nature et de la cellule

@ Cibles des ERO = ADN ; ARN ; protéines ; lipides et/ou glucides

@ Probleme essentiel de la notion de seuil :

Ou commence la toxicité ou finit la physiologie?



UN PARADOXE

FAIBLE concentration

Effets a des concentrations inférieure ou égale a 10 nM

= Production physiologique suite activation de eNOS (NOS | ) et nNOS
(NOS 111
Cibles:
@ Facteurs de transcription (exemple HIF-1)
e Enzymes:

Heme oxygénase } = synthése de I’héme ‘

Cofacteur des NOS ‘ = synthese de NOS ‘
Cytochrome C oxydase } = synthese d ’ATP ;

Catalase = & OH'(macrophages)f



UN PARADOXE

FORTE concentration
¢ Effets a des concentrations > 1 uM

Conséquences de l'activation d’iNOS
Inflammation, infections, ischémie, hypoxie, diabeéte, ...

¢ Production de radicaux libres résultant de I'oxydation du NO
NO™ (nitrosonium)

ONOO (peroxynitrite)

¢ Modifications covalentes

de ’ADN
des protéines (nitrosylation et nitration)

¢ Peroxydation
Lipides



Régulation et activité des NO synthases
eNOS
RCPG / RTK— [e:hi —>{ Nos —2 5 NO—— Effeits.
MINOS [NM] 1o1ogiques

i NO™—— Nitrosylation
Expression
T / (Cys-SNO)

iINOS T— NO
7 v >—> ONOO
GBy

RCPG d O, l
/ Nitration

NAD(P)H oxydases ]
Xanthine oxydase (Tyr-NO,)
CRM




Vasodilatation Angiogenesis
Oestrogen

_a® b

N O —— Stress response

\ Cell survival

Oestrogen receptor o,

Fig 2. Schematic presentation of pathway mediating indirect activation of eNOS by oestrogen.



Conséquences du Stress oxydant



Conséquences du Stress Oxydant

Les ERO
¢ Sont dotées de proprietés oxydantes

e Interagissent avec différents substrats biologiques
Lipides

Protéines

Glucides

ADN

¢ Sont impligués dans de nombreuses pathologies

Maladies liées au stress oxydant
Principalement liées a l'age et au vieillissement

= Diminution antioxydants
=» Augmentation de la production de radicaux libres

ERO : Espéces Réactives de I’Oxygéne - RL : Radicaux Libres



Conséquences du Stress Oxydant

|

ADN

1

Modification des sucres /

1

ERO
[ A
Protéines Lipides
Bases hydroxylées
(8-OH guanine...)
v v Simples / doubles
Oxydation... Peroxydatiga cassures de I’ADN
protéines de ’ADN
v v
Altérations transports Altération

loniques

Enzymes...
\

membranaire...

Altération expression
des génes ...

J

!

ATTEINTE CELLULAIRE

ERO : Espéces Réactives de I’Oxygéne



Conséquences du Stress Oxydant

ERO
Anti oxydants
1 Enzymes de réparation de ’ADN
i _ Enzymes de réparation lipides
Reponse cellulaire Protéases, cytokines,
protéines de choc thermique

Activation de facteurs de transcription

1

Induction de genes de réponse au stress oxydant

1 | |

Prolifération Adaptation Apoptose
cellulaire au Stress oxydant Nécrose
aberrante

ERO : Espéces Réactives de I’Oxygéne



Conséquences du Stress Oxydant

Pathologies liées au stress oxydant
Principalement liées a |'age et au vieillissement
=» Diminution des antioxydants
=» Augmentation de la production de radicaux libres

A
~ N
Cause initiale Aggravation d’un processus initial
cancer, cataracte, => Potentialisation
sclérose latéerale amyotrophique, maladies cardiovasculaires
syndrome de détresse diabete
respiratoire aigu Alzheimer
cedeme pulmonaire... rhumatismes...

SIDA : Cause initiale : Infection virale
= induction d’un stress oxydant (répression génes SOD Gpx)
=» facilite mort lymphocytes T par apoptose



Conséquences du Stress Oxydant

Les protéines

Dénaturation (introduction d'un groupement carbonyl C=0)

Fragmentation

Perte de la fonction catalytiqgue (enzymes, transporteurs)
ou structurale (intégrité cellulaire)

Les sucres
En présence de traces métalliques :
Oxydation du glucose avec libération de d'H,O, et d'OH*

L'ADN
Coupures et mort cellulaire

Mutations carcinogenes



Conséquences du Stress Oxydant

Les lipides
Peroxydation lipidique
Mécanisme en chaine de dégradation des AG membranaires =

Formation d’hydroperoxydes (ROOH) instables, responsables de la
diminution de la fluidité membranaire

(AG polyinsaturés des lipoprotéines ou de la membrane cellulaire)
Conséguences :

v' Altération du fonctionnement des membranes

v' Dépodts de lipides oxydés dans les vaisseaux ou les tissus agés

v Geneése de dérivés carcinogéenes



Origine des ERO

Sources
endogenes exogenes
peroxysome pollution (NOx, O3)
mitochondrie
auto oxydation radiation, ultrasons
phagocytes FOR pesticides
infections _
cigarettes
exercice
drogues

détoxification

enzymes oxydantes



Fonctions des ROS

Les RL de I'oxygene ou de |'azote = pas uniquement toxiques

RL produits par # mécanismes physiologiques interviennent :
Régulation des fonctions cellulaires

Immunité
Phagocytose (« burst oxydatif »)
activation de genes impliqués dans la réponse immunitaire

Fonctionnement de certaines enzymes et neurones

Transduction de signaux cellulaires
messagers cellulaires induisant une réponse au stress : T°, UV



Systemes de Défense



Systemes de Défense

Objectif :
Neutralisation d’'un oxydant

2 systemes de défense

Enzymatiques Empécher la formation des RL
Elimination des RL

Non enzymatiques Reparations tissulaires / cellulaires



Systemes de Défense

Systemes enzymatiques
Superoxyde dismutases (SOD)

Catalase
GSH peroxydases (Gpx)

Anion superoxyde (0O2*)

produisent
>

Peroxyde d’hydrogene (H,O.)

Radical hydroxyle (OH®*)
Oxygene singulet (*0,)
Radicaux hydroperoxyles (ROQO?®)

dégradent

>




Premiere ligne de défense

0,

SOD

Fes*
Fe>*
Catalase

H,O + O, - H,0, —~Z - OH"

GSH > GPx

GSSG
H,0

-



Superoxyde dismutase
p y Oz'_ SOD HZOZ

Enzyme qui permet I’élimination du radical O,°" en le métabolisant en H,0O,
par une réaction de dismutation.
Cofacteurs : Cu ; Zn et Mn

Différentes formes SOD Localisation
Cu/Zn-SOD SOD1 cytosolique

Mn-SOD SOD2 Mitochondriale (MIM)
Cu-SOD SOD3 Matrice extracellulaire

SOD-(ox)+ 0, —— SOD-(red) + O,

SOD-(red) + O,*” + 2H* —— SOD-(ox) + H,0,

0, + 2H* — H,0, + O,



Catalase H,0, —=H,0 + O,

Catalase

Enzyme tétramérique héminique. .
un heme

Chaque unité porte{
un NADPH

Présentes dans un grand nombre de tissus; particulierement abondantes
dans le foie et dans les GR

Elles sont localisées dans les peroxysomes

Elles éliminent le peroxyde d’hydrogéne (H,O,)

La reaction se fait en deux etapes: Substrat : H,0,

H,0,

Catalase-Fe3* + H,O0, — Composél + H,O

Composél + 2 H,0, — Catalase-Fe3* + H,0 + O,

2 H,0, — 2H,0+ 0,



Glutathion peroxydases e H,0,

Cofacteur : sélénium \/ GPx
GSSG
Enzymes capables de détoxifier H,O, et autres peroxydes HVO
2

d’origine lipidique
Réaction couplée avec I'oxydation d’un substrat réducteur (GSH)

Quatre types difféerents (1 a 3 2 tétramerique)

GPx1 : ubiquitaire, fortement exprimée = GR, reins foie -
localisation cytosolique

GPx2 : localisation cytosolique = cellules du tractus gastro-intestinal
GPx3 : localisation plasmatique

GPx4 : monomérique. localisation interface MIN — cytoplasme.

Elle peut réduire directement les hydroxydes des PL et du Cht
au niveau des Mb (GSH 2¢me substrat)



Glutathion peroxydases

Substrats: H,O, et hydroperoxydes organiques de type ROOH

Action de la Glutathion peroxydase
ROOH + 2 GSH - ROH + GSSG + H,0

Glutathion réductase
GSSG + 2 NADPH, H* » 2 GSH + 2 NADP*

GPX ne sont pas spécifiques de H,O, = peuvent agir sur hydroperoxydes
des esters de Cholestérol ou des PL des Mb cellulaires

GPX sont spécifiques de GSH - toutes sont inhibées par les cyanures

GSH: y-glutamyl-cystéinnyl-glycine (réduit) - GSSG: 2GSH reliées par un pont S-S (oxydé)



jz
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Systemes de Défense

Systemes non enzymatiques : piégeurs de radicaux libres

Antioxydants liposolubles:

- a.-tocopherol

- carotene

Antioxydants hydrosolubles:
- ascorbate

Oligoéléments:
Sélénium (Gpx)
Cuivre (SOD)
Zinc (SOD)

Alimentation =» apport de
molécules anti oxydantes non
synthétisées par I’organisme



Stress oxydant et
résistance a lI'insuline



Fonctions des RL

Les RL de I'oxygene ou de |'azote =» pas uniquement toxiques

RL produits par # mécanismes physiologiques interviennent :
Régulation des fonctions cellulaires

Apoptose

Prolifération cellulaire

Cycle et difféerenciation cellulaire
Dilatation capillaire (NO)
Fécondation de I'ovule

¢ ©¢ ©¢ © ¢ ¢

Régulation des genes en particulier induction de genes antioxydant :
Mn-SOD, Catalase, Ferritine...



ERO et action l'insuline

Voie PIP3




ERO et action 'insuline

Protéine-YP " > Protéine-YOH
active PTP-SH
O,*" []faible

|naCtlve PTP-SOH Forme acide sulfenique

020' [ ] élevée

v
Inactive PTP-SOZH Forme acide sulfinique

PTP: phospho tyrosine phosphatase



ERO et action l'insuline

Glucose

oL

\

SOD

———————————

H,0,
O,*

Inhibition des PTPases

de YP de IR et IRS

ou autre(s) intervenant(s) thiol

(48% et 43%)

AUGMENTATION DE LA REPONSE BIOLOGIQUE



ERO et action l'insuline

Voie MAPK

IR




stress oxydant / Diabéte

Voie métabolique obligatoire impliquée tres
précocement dans l’‘évolution du diabete et
responsable de l'ensemble des complications
par interaction avec les autres voies.

hypotheése unifiante de Brownlee (Nature 2001)
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UV and Other
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ERO et résistance a l'insuline

I Glulcose

Acides grast
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IStress oxydant
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NFkB

Jnk / P38
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RAGE
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Résistance a 'linsuline
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ERO et résistance a l'insuline

Glucose
I {Acides gras
cytokines

PH
SP|PTB
\ 4 4
EROY
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~ \4
IRS-1 IKKB IRS-1
" Jnk  ERK
autres kinases l
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CASCADE D 'EVENEMENTS METABOLIQUES

HYPERGLYCEMIE

N /ouz DES POLYOLS 4
AGES

/ NADH/NADJ’f — Na/K ATPase ‘
4 02~
\ DAGf

{ NO - PKC

VEGFf

LESIONS CELLULAIRES



THEORIE DES MECANISMES UNIFIES

t Glucose NADPH NADP* NAD* NADH
l N Sorbitol R Fructose
Polyol pathwa
$Gluc-6-P A
l Glucosamine 6-P — UDP - GlcNac

tFruct-6-P —

Hexosamine pathway

NADH NAD*
DHAP$'4' a-Glycérol-P — DAG

\J
t GIy-3-P / Protein kinase C pathway

NAD* \ Methylglyoxal —

} GARDH
NADH > \ AGE pathway

y
1,3 — Di-P-glycerate t O, \ N 4

GAPDH: Glyceraldehyde 3-P dehydrogenase I VNN Adaptée de M. Brownlee, (Nature 2005)



Hypothese de la mitochondrie

La source des ERO semble étre la mitochondrie, sous I'effet de

| ’hyperglycémie :

Si on induit la Mn SOD (mitochondrie) :
La voie des polyol n’est pas activee,
Pas de formation des AGEs

PKC n’est pas activee

NADH
NAD* succinate O
i 2

fumarate 2H* _

\f - H,O I\/I_atru;]e .

-, f mitochondriale
L

2:'5
/ B3 v
AH* O .
/ 2He 2 EIM



Approches thérapeutiques
Inhibiteurs de I'aldose reductase (neuropathie diabétique) mais toxicité

Inhibiteurs AGEs : "pyridoxamine" - "AGE breakers" (microangiopathie
diabétique)

Inhibiteurs spécifiques de PKCB (LY33531) (microangiopathie
diabétique)

Vitamines antioxydantes : vit E (inhibiteur de la voie PKC) et vit C =»
efficaces pour nephropathie / neuropathie =» mais résultats cliniques
décevants

Inhibiteurs du VEGF = traitement précoce de la rétinopathie



Approches thérapeutiques

Chez les diabétiques

Baisse de I'’ensemble des systemes enzymatiques (animal + homme)

Augmentation de Cu, Zn-SOD glyquée dans les érythrocytes
= Activité Cu,Zn-SOD reduite de 60 %

= Activité catalase réduite de 50 %

Résultats héterogenes pour les systemes non-enzymatiques

Résultats tres hétérogenes suivant les études pour la Vit E et Vit C

Résultats tres homogenes par contre pour le taux de glutathion



Approches thérapeutiques

Exemple de la vitamine B1 ou thiamine

Taux sanguin de vitamine B1 diminué chez le diabétique

Implication vit B1 : cofacteur de la transcétolase, enzyme qui
convertit le G 3-P et le F 6-P en pentoses 5-P

Benfotiamine (dérivé liposoluble de la thiamine) inhibe PPactivation des
voies (AGE, PKC et hexosamines) et I'activation de NFkB

Efficacité clinique sur la neuropathie et la néphropathie
Efficacité expérimentale sur la rétinopathie
Innocuité a doses pharmacologiques restant a démontrer



CONCLUSIONS

* La connaissance des mécanismes moléculaires liées a I’hyperglycémie
chronique impliqués dans les complications dégénératives ouvre de
nouvelles perspectives thérapeutiques

 Les voies d’endommagement glycémique alimentent la production
radicalaire mitochondriale, responsable du stress oxydant

La recherche s’oriente vers des thérapeutiques ayant
une action synergique sur toutes les voies ou luttant
contre le stress oxydant
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