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Introduction :

L’'oxygéne a été découvert sous sa forme gazeuse par Scheele et Priestley
respectivement en 1772 et 1774. Néanmoins, c’est Lavoisier qui a établi ses
propriétés principales et lui a donné son nom en 1777 a partir du grec « oxus » qui

signifie acide.

L’'oxygene est un gaz indispensable a la vie. Ce corps gazeux diatomique (O2)
représente un cinquiéme de I'atmosphére terrestre et est nécessaire a la respiration.
Il permet de fournir de I'énergie aux organismes aérobies sous forme d’adénosine tri-
phosphate (ATP) grace a une chaine de transport d’électrons dans la mitochondrie.
Lors des différents transferts d’électrons, sont produites les espéces dérivées de
'oxygéne, appelées également espéces réactives de I'oxygéne (ERO), dont font

parties des radicaux oxygéneés libres (2).

Ces especes dérivées de l'oxygéne sont par définition réactives et
notamment par leur fort potentiel oxydant. Les étres vivants possedent des
mécanismes afin de les utiliser a leur avantage, mais la production doit étre contrblée
afin de maintenir une homéostasie radicalaire (3). Lorsque cette homéostasie n’est

plus maintenue, il se produit un phénomeéne de stress oxydant.

Le stress oxydant est défini par un phénoméne causé par un déséquilibre
entre la production et 'accumulation de produits réactifs d’oxygéne et la capacité
d’'un systéme biologique a détoxifier ces produits réactifs (4). Le déséquilibre est dd,
soit a une diminution des défenses antioxydantes et donc des capacités
antioxydantes de I'organisme, soit a une augmentation de la production d’espéces
oxygénées réactives : modification de I'apport en oxygéne (excés ou déficit), lors de
la présence de substances pro-oxydantes, lors de [I'activation excessive des
systémes de production « naturelle » de radicaux libres. Un stress exogéne peut
survenir et produire des radicaux libres grace a des sources pro-oxydantes exogéenes

comme des intoxications aux métaux lourds, des irradiations...
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Ce stress oxydant est lié a de nombreuses maladies. Ce travail a pour but de
mettre en avant les mécanismes de production et de destruction des ERO, d’étudier
les implications de ces especes dans les mécanismes physiologiques et
pathologiques chez les carnivores domestiques, et de déterminer quels sont les

moyens de les mesurer et de les maitriser en pratique.
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Partie 1: La formation des especes

reactives de l'oxygéne au sein de la

cellule eucaryote et leur régulation

Les radicaux libres sont décrits comme des espéces chimiques possédant un
électron célibataire sur la couche périphérique, c’est-a-dire que tous les électrons ne
sont pas appariés. Dans le cas du stress oxydant cet électron célibataire se situe sur

un atome d’oxygéne (1).

L’atome d’oxygéne posséde 8 électrons sur ses couches périphériques. Le
dioxygéne a la structure d’un biradical libre car il possede deux électrons célibataires
situés sur les orbitales de plus grande énergie a I'état fondamental, ce qui leur

confére la capacité a accepter facilement des électrons célibataires (5).

Les ERO comprennent: les radicaux libres primaires et especes actives de
'oxygéne, dérivant directement de I'O2; les radicaux libres secondaires formés par

réaction des radicaux libres primaires sur des biomolécules (1).

A. Les réactions biochimiques

a. Des réactions régies par un potentiel d’oxydo-réduction

Les ERO possedent un fort degré de réactivité. Les principales ERO sont I'anion
superoxyde (Oz <-), le peroxyde d’hydrogéne (H20:2), le radical hydroxyle (*OH), et

'oxygeéne singulet (* O2).

Chacune des réactions de réduction monoélectrique de [Il'oxygene est
caractérisée par un couple d’oxydoréduction avec des valeurs de potentiel standard
d’oxydoréduction exprimées en Volt. Par exemple, le potentiel standard du couple
*OH/H20 est tres élevé et il est égal & 2.34 V, ce qui signifie que 'oxydant «OH est
tres avide d’électrons. Il est donc susceptible d’oxyder tout réducteur d’'un autre

couple qui posséde un potentiel standard inférieur au sien, ce qui est le cas de la
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plupart des substrats bio-organiques (6). Grace aux potentiels standards, la réaction
de dimérisation des radicaux hydroxyles est thermodynamiquement possible (Figure
1). Le radical *OH réagit a proximité de la ou il est produit, alors que Oz, H20: et
102, sont capable de diffuser dans la cellule avant de réagir avec des cibles
potentielles.

(a) | “OH+H"+e > H,0 -OH + «OH > H,0,

E"(OHM,0) =234V S | E*(H,0,/*OH)=030V

(») *OH + «OH > H,0,

Figure 1 : Exemple de deux réactions de réduction d'espéeces réactives de I'oxygéne et de leur
potentiel standard d'oxydoréduction (a), ainsi que la réaction de dimérisation des radicaux hydroxyles

(b).
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b. Des réactions régies par des constantes de vitesse

En plus du potentiel d’oxydoréduction, interviennent aussi les constantes de
vitesses des réactions. Pour le radical hydroxyle «OH, 'ordre de grandeur maximale
des constantes de vitesses est de 10 mol.L.s! (7), ce qui est la plus grande valeur
que peut avoir une constante de vitesse d'une réaction bimoléculaire et qui
caractérise une réaction limitée seulement par la présence des substrats. Lorsqu’un
radical hydroxyle rencontre un substrat, il réagit lors de la premiére collision. Ce
radical posséde ainsi une extréme réactivité du fait de ses constantes de vitesses
importantes. Un autre point, qui est la conséquence de cet aspect cinétique, est la

durée de vie du radical hydroxyle qui ne dépasse pas quelques microsecondes.

A Tlinverse, I'anion superoxyde O2° ~ posséde la plus faible réactivité vis-a-vis
des substrats bio-organiques. En effet, malgré un potentiel standard d’oxydo-
réduction important (E’e O27/H202 = 0.93 V et E’> O2/027=-0.33V) (8), ses constantes
de vitesses sont tres faibles, inférieur a 102 mol.L2.s, ce qui implique que ce radical
n’est ni un bon réducteur, ni un bon oxydant. Cependant il est capable de produire
d’autres radicaux plus réactifs et posséde donc une toxicité indirecte importante (cf.

infra).

L’anion superoxyde est considéré comme I'ERO primaire, puisque c’est le
premier a étre formé aprés réduction monoélectriqgue du dioxygéne. A partir de cet

anion superoxyde est formé le peroxyde d’hydrogéne par dismutation :
02"+ 02 + 2 H* 2 H202

La superoxyde dismutase (SOD) est 'enzyme qui catalyse cette réaction (cf. I-
B)4)a).

Le peroxyde d’hydrogene a un temps de demi vie plus long que l'ion
superoxyde et peut passer au travers des bicouches lipidiqgues membranaires par
diffusion ou transport par des aquaporines. (9). Il est vrai que le peroxyde
d’hydrogéne H202 n'est pas un radical mais il est tout de méme toxique et est
capable de donner naissance a la plus délétére des espéces radicalaires du stress
oxydant qui est le radical hydroxyle "OH et notamment lors de la réaction de Fenton
(Figure 2). Le peroxyde d’hydrogene H20: peut étre décomposé en H20 par la
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glutathion peroxydase (GPx1), en présence de glutathion réduit (10) (voir paragraphe
sur GPX).

Les réductions du dioxygéne sont illustrées dans la figure 3, certaines
nécessitent des enzymes, d’autres comme la formation de I'anion superoxyde n’en

nécessite pas.

H.02 +Fe > ‘OH +Fe  +OH

Figure 2 : La réaction de Fenton

Réaction de

d Catalase
Su.peroxy < Glutathion peroxydase
dismutase o

. . - = “'-"%-:.‘H.\
= = N )
3 | )\ \L\\?
/—‘ T} /—‘ \ \ N
. Anion Peroxyde Radical Fau
Oxygene superoxyde d’hydrogéne hydroxyle
0, —— 0, ——— H,0, ————— OH ——— H,0
+e +e" (+2H) +e +e (+ HY)

Figure 3 : Réactions de réduction de I'oxygene d’apres Migdal, Serres 2011 (11).
e- : électron ; H+ : proton
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Tableau 1 : Les réactions de réduction du dioxygéne d’apres Migdal, Serres 2011 (11).

Réduction tétravalente de I'oxygéne

0;+4e +4H" 2 2H,0

0," Anion superoxyde @ 0:;+1e20;"
H,0, Peroxyde d’hydrogéne @) 0,7+ 0, + (2 H") 2H,0,+ 0,
€) H,0,+Fe? = 'OH + Fe* + OH -
"OH Radical hydroxyle
@ H,0;+ H,;0, 2 2 H,0 + 0,
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B. La formation des différentes especes réactives de

'oxygéne au sein de la cellule eucaryote

L’'oxygene est indispensable a la vie de la cellule eucaryote et il permet
notamment la production d’énergie chez des organismes aérobies. La mitochondrie
est l'organite clé de la respiration cellulaire. Elle participe a la formation de 'ATP
nécessaire aux cellules animales et ceci grace a sa chaine de phosphorylation
oxydative qui fournit le gradient de concentration en protons nécessaire afin de faire
tourner I'ATP synthase. C’est au niveau de cette chaine que I'oxygéne respiré est
réduit et que les ERO sont produites (12, 13). Néanmoins, il existe d’autres sources
d’ERO dans les cellules des eucaryotes, qu’elles soient au niveau du cytosol ou a

l'intérieur d’autres organites (cf. annexe 1).

a. Production non enzymatique des espéces réactives de

I'oxygéne primaires

Dans la membrane interne mitochondriale, la production d’énergie sous forme
d’ATP est également appelée phosphorylation oxydative, car elle se fait par
Iintermédiaire d’une chaine de transport d’électrons dont 'oxygéne est I'accepteur
final. Elle fait intervenir quatre complexes contenant plusieurs espéces moléculaires
ioniques. Au cours du transfert d’électrons, des fuites d’électrons peuvent se produire

et étre a l'origine de la production de I'anion superoxyde.

L’anion superoxyde provient de la réduction monoélectrique d’'une molécule

de dioxygéne :
O2+e > 02"

L’anion superoxyde est une espéce réactive d’oxygéne, formé a partir du
complexe | et du coenzyme Q. Ce dernier est un élément mobile de la chaine
mitochondriale reliant les complexes | ou Il avec le complexe lll. En effet, la chaine
mitochondriale est formée de quatre complexes protéiques | 1l Il IV, enchassés dans
la membrane qui permettent le transport des électrons. Le NADH (Nicotinamide

Adénine Dinucléotide réduit), formé dans la matrice mitochondriale, donne ses
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électrons a la NADH déshydrogénase (complexe ) au niveau de la face interne de la
membrane mitochondriale. De facon similaire, le FADH:2 (Flavine Adénine
Dinucléotide), donne ses électrons au succinate-coenzyme Q oxydoréductase
(complexe II). Par la suite, les électrons sont pris en charge par le coenzyme Q et
acheminés vers le coenzyme Q-cytochrome c oxydoréductase (complexe lll). Le
complexe 1l transfére ensuite les électrons au cytochrome c dans l'espace
intermembranaire et la cytochrome ¢ oxydase (complexe 1V) transfert les électrons
au dioxygene afin de permettre sa réduction en molécule d’eau (Papa et al. 1973 ;
Mitchell, Moyle 1967) (Figure 4). Le cytochrome c est une protéine possédant une
structure hémique avec la présence d’un atome de fer. La NADH déshydrogénase et
la succinate déshydrogénase font intervenir des centres fer-souffre. L’exposition de
ces structures a des entités chimiques comme le peroxyde d’hydrogéne peut

favoriser la production d’ions hydroxyles via la réaction de Fenton (16) (Figure 5).

La localisation de la formation de I'anion superoxyde a été mise en évidence
par inhibition du complexe | par la roténone et inhibition du complexe IIl par
'antimycine A et par le myxothiazol (17, 18), qui a conduit & une diminution de la
production de radicaux oxygénés. La chaine mitochondriale représente la principale
source d’anion superoxyde (19). Elle constitue la production non enzymatique de

I'anion superoxyde.

Au niveau de la mitochondrie, la formation de I'anion superoxyde est non
enzymatique, sa production augmente lorsque les porteurs d’électrons et I'oxygene
sont présents en grande quantité (2). Ainsi une surproduction intervient lorsqu’il y a
un exces de substrats énergétiques pour un besoin énergétique cellulaire augmenté.

Néanmoins, la formation d’ERO est faite de maniére importante par des

réactions enzymatiques, ce qui nous allons voir par la suite.

24



| 1] v

NADH coenzyme Q- Cytochrome C
déshvdroaé cytochrome c oxydase
eshydrogenase oxydoréductase

Membrane mitochondriale interne

G
B,

%0, H,0

-— NAD+ FAD Mouvement
0,”  NADH H* FADH, " dlectrons

I n Oxydation des

- coenzymes
Succinate-coenzyme Q
oxydoréductase n Réduction

Figure 4 : Schéma des mouvements d'électrons au travers des complexes de la membrane
mitochondriale.
O : Dioxygéne ; O2" ~: anion superoxyde ; H2O : eau ; NADH,H+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
réduit ; NAD+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide oxydé ; FADH2 : Flavine Adénine Dinucléotide
réduite ; FAD : Flavine Adénine Dinucléotide oxydée ; Co Q : Coenzyme Q ; Cyt C : Cytochrome C.

Membrane mitochondriale interne

T
il

A Centre fer souffre

Héme avec un atome
de fer

n Réaction de Fenton

Formation du radical
hydroxyle

Figure 5 : Schéma de l'interaction du peroxyde d’hydrogene avec le fer des complexes de la
membrane mitochondriale.
O, : Dioxygéne ; Oy ~: anion superoxyde; H,O: eau; HxO,: Peroxyde d’hydrogene; SOD :
Superoxyde Dismutase ; Co Q : Coenzyme Q.
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b. La production enzymatique des espéces réactives de

I'oxygene primaires

La production enzymatique de toutes ERO est possible par les enzymes que I'on
appelle les oxydases. Elles catalysent les réactions d’oxydo-réduction avec le
dioxygene comme oxydant. Elles possedent la caractéristique de posséder un
groupement prosthétique constitué d’'un héme avec un ion fer sous forme ferreuse

Fe?+,

1) Les complexes enzymatiques membranaires NAD(P)H oxydases

L’activité du complexe enzymatique membranaire NAD(P)H oxydase (NOX) est
une source majeure d'ERO. Chez 'Homme, il existe sept isoenzymes de la famille
des NADPH oxydases : cing NOX (pour NAD(P)H oxydases) et deux DUOX (pour
Dual oxydases) (20). Les DUOX sont des oxydases retrouvées dans la glande
thyroide avec un r6le dans la biosynthése hormonale (21). Elles sont également
présentes dans les cellules épithéliales des glandes exocrines et des surfaces des
mugueuses (22). Ces oxydases catalysent la réduction mono-électrique de I'oxygéne
en utilisant le NADPH ou le NADH comme donneur d’électron. Toutes sont capables

de produire I'anion superoxyde par la méme réaction :
NADPH + 2 O2 — 2 O2'- + NADP* + H*

Ces enzymes jouent un réle crucial dans des processus comme la défense de
'héte, la transduction de signaux, et la synthése d’hormones (21, 23, 24). Leur
localisation tissulaire differe. Ce sont des complexes exprimés de facon
constitutionnelle dans la majorité des types cellulaires tels que les phagocytes, les
cellules endothéliales et épithéliales. En effet, elles sont présentes dans la
membrane cytoplasmique de nombreuses cellules telles que les cellules de la lignée
myéloide (cellules phagocytaires) et également les cellules non phagocytaires
(25).... Elles ont une structure semblable au cytochrome b du complexe bcl de la
mitochondrie. Les deux sous unités de lI'enzyme étant dans des localisations
différentes, une signalisation est nécessaire afin qu'elles s’associent. Cette
association est faite grace a la protéine G Racl (Rac2 pour certaines cellules) qui

devient active grace a un signal extracellulaire (26) (Figure 6). Le cytochrome b558
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est la grande sous-unité de I'enzyme qui possede le site catalytique et est située
dans la membrane cytoplasmique. Les sous-unités cytosoliques sont 3 protéines :
p47phox, p40phox et p67phox (27). L'enzyme est alors ancrée dans toute
I'épaisseur de la membrane mais son orientation dépend de la nature de la cellule :
si elle est phagocytaire, 'enzyme libére I'anion superoxyde préférentiellement a

l'intérieur de celle-ci, si elle ne I'est pas, a I'extérieur (28).

Les NOX sont donc des complexes enzymatiques majeurs dans la formation
d’ERO, mais ce ne sont pas les seuls. D'autres enzymes ont des localisations

différentes et des réles moins connus dans la formation des ERO.
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Figure 6 : Schéma d'une NADPH oxydase inactive (a) et active (b).
NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit; NAD(P)+ : Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate oxydé; RAC: petite protéine G (appartenant a la superfamille des
GTPases) ; O, : Dioxygene ; O, ~: anion superoxyde; P4, P67 et P40 : protéines cytosoliques
régulatrices de NOX.
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2) Les enzymes intracellulaires

i. Laxanthine oxydoréductase

La xanthine oxydoréductase (XOR) participe également a la formation d’anion
superoxyde. Elle existe sous deux formes, la xanthine déshydrogénase ou la
xanthine oxydase. La xanthine déshydrogénase catalyse I'oxydation de la xanthine
en acide urique, cette enzyme utilise NAD comme accepteur d’électrons. Tant dis
que, la xanthine oxydase catalyse I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine et
généere lanion superoxyde (29, 30). Les deux formes enzymatiques sont
interconvertibles, c’est-a-dire que I'enzyme existe sous deux formes réversibles bien
définies, produites par des modifications covalentes des chaines latérales des acides
aminés (31). Dans le cas de la xanthine oxydoréductase, les modifications sont
l'oxydation de fonctions thiols ou la protéolyse mais c'est la xanthine
déshydrogénase qui prédomine in vivo. La XOR est indispensable au métabolisme
des purines, elle catalyse I'oxydation de I'hypoxanthine en xanthine, et de la xanthine

en acide urique et entraine la formation d’O2"~ (30) (Figure 7).

Elle est présente dans tous les tissus chez les mammiferes, mais
essentiellement dans les cellules hépatiques et les cellules endothéliales des
capillaires sanguins. Dans ces cellules, presque la totalité de I'enzyme se situe dans
le cytoplasme dans la zone périnucléaire, le reste étant situé a la surface de la

membrane cellulaire (32).

Ces enzymes sont présentes dans le cytosol et permettent donc la formation
d’ERO au sein de la cellule. D’autres enzymes permettent la formations d’ERO au

niveau des organites intracellulaires.
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Figure 7 : Schéma de la Xanthine oxydoréductase sous ses deux formes interconvertibles.
XO : Xanthine Oxydase ; Xanthine DSH : Xanthine Déshydrogénase ; O, : Dioxygéne ; Oy ~: anion
superoxyde ; NADH,H+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide réduit; NAD+ : Nicotinamide Adénine
Dinucléotide oxydé.

ii. Les cytochromes P450

Dans la membrane du réticulum endoplasmique lisse, on retrouve des complexes
enzymatiques comme ceux de la famille des cytochromes P450. lls sont présents
essentiellement dans le foie. lls assurent I'oxydation de nombreux substrats comme
les acides gras, les xénobiotiques, le cholestérol, la vitamine D3 (33)... Ces
complexes assurent 'oxydation de ces substrats par le dioxygéne selon la réaction

bilan suivante :
RH + Oz + NADPH + H* - ROH + H20 + NADP*, RH étant le substrat oxydé (11).

Les substrats sont transformés en des produits plus hydrophiles afin de faciliter
leur élimination urinaire qui sont également moins toxiques. La réaction se fait grace
a la structure hémique des cytochromes avec un fer en son centre qui peut fixer une
molécule de dioxygene de la méme fagon que les structures hémique de
’'hémoglobine. Ainsi, grace aux échanges d’électrons, il se produit la réduction de O2
en Oz (34) (Figure 8).
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Comme dans le secteur mitochondrial étudié précédemment, les membranes des
organites sont souvent les supports des transports d’électrons. Cette observation est
également le cas a I'échelle nucléaire et conduit a considérer le noyau comme étant

une source possible d’'ERO.

Cytochrome P450

A
P — o) ';' """ l
EN:}E;Z?D FAD/FMN —(-/02_ E
T
S

Réticulum
endoplasmique

Figure 8 : Schéma du cytochrome P450 au niveau du réticulum endoplasmique.
FAD : Flavine Adénine Dinucléotide ; FMN : Flavine Mononucléotide ; O, : Dioxygéne ; Oz" ~: anion
superoxyde ; NADPH,H+ : Nicotinamide  Adénine Dinucléotide Phosphate réduit ;
NADP+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate oxydé ; Fe : Fe 2* au sein de la structure
hémique.
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2) Le noyau et sa chaine de transport d’électrons

En effet, le noyau possede dans sa membrane des cytochromes oxydases et une
chaine de transport d’électrons de fonction physiologique inconnue (35). Une fuite
d’électron peut ainsi se faire, générant des anions superoxydes. En raison de leur
proximité avec I’ADN nucléaire, ceux-ci pourront étre a l'origine de lésions oxydatives
de 'ADN.

b. La radiolyse de I'eau

Divers agents exogénes sont également responsables de linduction de
processus oxydatifs, comme des cancérogenes environnementaux, les radiations

ionisantes et la composante UVA du rayonnement solaire.

Les rayonnements ionisants sont a l'origine de la formation de radicaux libres
tels que "OH, H" et eaq (électron hydraté) et & des especes non radicalaires tels que
H202, H2 et H* (36). Le peroxyde d’hydrogéne ainsi que I'hydroxyle sont donc des
produits primaires de la radiolyse de I'eau. Néanmoins, la réaction de H' et eaq avec
'oxygéne conduit a la formation de I'anion superoxyde, ces derniers sont donc des
produits secondaires de la radiolyse de I'eau. L’eau étant le constituant majeur des
matériaux biologiques, son implication dans la production d’ERO peut étre non

négligeable (36).

L’anion superoxyde est I'une des premiéres espéces réactives de I'oxygéne
formée par réduction monoélectrique de cette derniére. Il est capable de réagir
avec d’autres espéces pour former des espéces réactives secondaires
susceptibles d’interagir avec diverses biomolécules et d’affecter de cette

maniére leurs fonctions biologiques (cf. infra).
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c. Formation des espéeces réactives secondaires et conséquences

moléculaires

1) Production de monoxyde d’azote et especes secondaires

Le monoxyde d’azote ‘NO est une espéce radicalaire, produite par 'organisme a

partir de la L-arginine grace a la NO-synthase :

L-arginine + NADPH + Oz - Citrulline + *NO ; Réaction catalysée par la NO
synthase (37).

Il posséde un temps de demi-vie long pour un radical et une grande diffusibilité a
travers les membranes. Cette molécule participe a de nombreuses fonctions dans
I'organisme et notamment participe au maintien du tonus vasculaire, mais aussi dans
la transmission nerveuse par voie chimique, au fonctionnement rénal et a l'intégrité
de 'immunité non spécifique. C’est une molécule qui, a dose raisonnable, posséde
des effets bénéfiques pour I'organisme mais qui peut s’avérer délétere a des doses

importantes.

Plusieurs situations de stress oxydant peuvent étre associées a une
production importante de monoxyde d’azote qui, étant donné sa réactivité, peut

conduire a la formation secondaire d’autres ERO.

En effet, le monoxyde d’azote peut réagir avec I'anion superoxyde lors d’'une
réaction spontanée, afin de former un oxydant puissant qui est le peroxynitrite -
OONO. Ce dernier peut causer de nombreux dommages a la cellule et notamment a
'ADN mais aussi aux lipides et aux protéines, car il possede une tres grande
réactivité(38). Il existe en équilibre avec sa forme protonée (ONOOH, pK= 6.8). Ainsi,
dans des conditions physiologiques les deux formes coexistent. La présence du
couple bicarbonate/dioxyde de carbone joue un rble essentiel dans linstabilité du
peroxinitrite (39). En effet en présence de ce couple, le peroxinitrite forme I'anion
nitrosoperoxycarbonate (O=NOOCO2) a partir du CO2. Le nitrosoperoxycarbonate
subit un réarrangement pour donner nitroperoxycarbonate (ONOOCO2). Ce dernier

qui sera un puissant agent oxydant et nitratant.
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2) Interactions avec les lipides

Les lipides sont des composés biologiques abondamment présents dans
I'organisme et principalement composés d’acides gras. L’événement chimique le plus
délétére impliquant les ERO sur les lipides est appelé peroxydation lipidique. Elle
correspond a l'incorporation d’oxygéne moléculaire sur les acides gras insaturés. La
présence de doubles liaisons carbone-carbone dans les acides gras insaturés les
rendent sensibles a I'oxydation et donc sensibles aux especes réactives de
'oxygene. Il existe deux types d’oxydation des lipides soit par réactions
enzymatiques catalysées par les lipo-oxygénases et/ou les cyclo-oxygénases, soit

par auto-oxydation.

Les especes réactives réagissant sur les acides gras polyinsaturés sont les
radicaux hydroxyles et hydroperoxyles pouvant étre formés lors de catalyse

enzymatique (cf. infra) ou par auto-oxydation.

i. Les enzymes Lipo-oxygénases et cyclo-oxygénases :

Des enzymes telles que les lipo-oxygénases (LOX) et les cyclo-oxygénases
(COX) participent a la peroxydation lipidigue. Ce sont des oxydoréductases qui
oxydent les acides gras eicosanoiques polyinsaturés. Les substrats des LOX sont :
I'acide linoléique, l'acide linolénique, I'acide arachidonique et I'acide timnodonique
(ou acide eicosapentaénoique) (40). Le substrat majoritaire est ['acide
arachidonique. Ce dernier est Ilibéré dans la cellule a partir des
glycérophospholipides membranaires apres action dune phospholipase
membranaire, la phospholipase Az (PLA2), consécutivement a lactivation d’un
récepteur a la surface de la cellule (41). La COX est capable de convertir I'acide
arachidonique en endoperoxyde cyclique (les prostaglandines, et thromboxanes)
(42). La LOX catalyse la formation stéréospécifique de dérivés hydroperoxydes. Les
hydroperoxydes formés par I'action des LOX sur I'acide arachidonique sont convertis
en eicosanoides linéaires (leucotrienes, lipoxines, hepoxines...) qui interviennent
dans des processus physiologiques tels que les réactions inflammatoires et
immunitaires (43). Ces enzymes sont des cibles pour des inhibiteurs utilisés dans

une thérapeutique anti-inflammatoire.
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L’'oxygénation de l'acide arachidonique est faite grace aux LOX. La lipo-
oxygénase contient du fer non hémique dans son site actif et catalyse I'oxygénation
des acides gras poly-insaturé (AGPI) comportant un motif (Z,2)-1,4-pentadiene au
sein de la molécule en hydroperoxydes (Figure 9). L’'enzyme est activée par des
hydroperoxydes néoformés. Lors de I'activation de I'enzyme, le fer ferreux (Fe?*)
devient un fer ferrique (Fe3') qui réagit avec un AGPI afin de former un radical
lipidique. Ce dernier réagit avec I'oxygéne afin de former un radical péroxyle lipidique
(LOO). Grace a la proximité avec le fer ferreux, contrairement au processus d’auto-
oxydation (cf. infra), le radical péroxyle capte un électron du fer et devient un anion
péroxyle. Cet anion réagit avec un proton afin d’aboutir a la formation d’un

hydroperoxyde lipidique (Figure 10) (1).

Le processus enzymatique est stéréospécifique. L’addition de la molécule
d’oxygéne se fera sur le carbone dont le numéro est le méme que celui spécifié dans
le nom de la lipoxygénase (selon la nomenclature chimique de '"UPAC) (Figure 11).
Chez I'homme, il existe 3 lipoxygénases de diverses localisations cellulaires : la 5-
LOX présente dans les leucocytes, les kératinocytes et les cellules dendritiques, la
12-LOX dans les leucocytes, les plaquettes, les kératinocytes, les cellules
épithéliales de I'estomac et la 15-LOX dans les leucocytes, les réticulocytes et les
cellules de I'épithélium pulmonaire (1). La 8-LOX est retrouvé dans les cellules des

couches suprabasales de I'épiderme chez la souris (44).
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Figure 9 : Localisation du motif (Z,2)-1,4-pentadiene au sein de la molécule d’acide arachidonique.
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Figure 10 : Oxydation par une lipoxygénase de l'acide linoléique d’apres Delattre et al. (1).
Fe3* : ion ferrique ; Fe?* : ion ferreux ; H* : proton.
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15-Lipoxygénase

CH3

Acide arachidonique Acide 15-Hydroxyeicosatetraenoique

Figure 11 : Exemple de l'intervention de la 15-Lipoxygénase sur 'acide arachidonique d’aprés Bedard
et al. (25).

ii. L’auto-oxydation

L’auto-oxydation des acides gras est un processus radicalaire en chaine
comportant trois étapes : l'initiation, la propagation et la terminaison. L’initiation de la
peroxydation lipidique débute avec une attaque radicalaire par les radicaux
hydroxyles (‘OH), alcoxyles (RO"), peroxyles (ROO"), l'oxygéne singulet ou le
peroxynitrite (ONOO") qui arrachent un hydrogene sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons des acides gras insaturés. Le radical lipidique restant réagit avec
une molécule de dioxygéne (O2) pour former un radical peroxyle ROOe, lui-méme
suffisamment réactif pour arracher un H° a un acide gras insaturé voisin, les ions
ferriques n’étant pas présents a proximité du radical, propageant ainsi la réaction
(Figure 12) (1). Ce radical péroxyle peut étre décomposé par scission ou se cycliser.
Cependant, seuls les radicaux peroxyles ayant plus de deux doubles liaisons
peuvent se cycliser (ce qui n'est pas le cas de I'acide linoléique qui n’en a que deux).
En ce qui concerne le cholestérol non estérifié c’est 'hydrogéne du carbone 7 qui est
le plus réactif. Plus le nombre de doubles liaisons au sein de la molécule d’acide gras
insaturé est grand plus le nombre d’isoméres possibles d’hydroperoxydes est

important.
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Figure 12 : Oxydation non enzymatique de l'acide linoléique d’apres Delattre et al.(1).
OH-: radical hydroxyle ; LOO" : radical péroxyle lipidique ; LOOH : hydroxyde lipidique ; LH : Lipide ;
L* : radical lipidique ; O : dioxygéne.
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Ces modifications peuvent conduire a une altération de la fluidité membranaire si
les lipides membranaires sont touchés. Cette augmentation de la perméabilité des
membranes peut conduire a la mort cellulaire par nécrose (45) et particulierement au
niveau des cellules neuronales dont les membranes sont riches en AGPI comme au

sein de la myéline(46).

La peroxydation lipidique génére des dérivés toxiques comme le MDA
(malondialdéhyde) qui est mutagene. C’est le produit terminal de la peroxydation
lipidique. L’accumulation de ce dernier peut altérer les propriétés de la membrane.

C’est un marqueur de 'oxydation lipidique (cf. infra).

Il existe une autre classe de phospholipides appartenant aux membranes et
comportant un groupement énol-éther, appelés plasmalogénes. lls possedent un
AGPI qui est donc sensible a lattaque des radicaux libres mais ils semblent
participer a la protection de la cellule contre les dommages induits par les radicaux
libres en favorisant des réactions de terminaisons et ils possedent donc une activité

anti-oxydante au niveaux des membranes (47).

Néanmoins la peroxydation lipidigue est une étape importante dans des
processus de défenses et de signalisations notamment lors des processus

d’inflammation (cf infra).

iii.  Produits d’'oxydation du cholestérol

Les « oxystérols » peuvent provenir de [lalimentation mais également de
I'oxydation in vivo du cholestérol. lls sont formés par attaque des radicaux libres
oxygénés de fagcon non enzymatique et également de facon enzymatique. Les
attaques se font préférentiellement au niveau du carbone numéro 7 du cholestérol et
il y a formation d’un radical péroxyle en 7. Par la suite, 'arrachement d’'un hydrogéne
a un AGPI donne un 7-hydroperoxycholestérol. Ce dernier se décomposera en 7-
cétocholestérol, 7-hydroxycholesterol ou 5,6-époxycholestérol (48). En ce qui
concerne les esters de cholestérol, les radicaux libres oxygénés attaquent la double
liaison de I'AGPI estérifié sur le cholestérol, le radical obtenu étant proche de la
double liaison en 5,6 du cholestérol. Cet intermédiaire peut étre transformé en radical

alkoxyle et conduire au 5,6-époxycholestérol (Figure 13). Ces oxystérols peuvent
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étre générés dans les aliments notamment par auto-oxydation impliquant des
processus physiques comme le chauffage, les radiations et par des processus non
enzymatiques avec l'attaque des radicaux libres de I'oxygéne. De nombreuses
enzymes qui génerent des oxystérols se sont associées aux cytochromes P450. Ces
enzymes interviennent dans la synthese des acides biliaires. En effet, le catabolisme
du cholestérol a lieu dans le foie et constitue en la synthese des acides biliaires (49).
Elle est initiée par I'hydroxylation du cholestérol en position 7 par des processus
enzymatiques réticulaires cytochromes P450-dépendant. D’autres enzymes
participant a la formation d’oxystérols, interviennent dans le métabolisme des

hormones stéroidiennes (49).

Exemple de mécanismes d'oxydations non enzymatique
du cholestérol

1 OOH

Ta/p-hydroperoxy-
Ty cholesterol

cholesteral
5,6-epoxides

Figure 13 : Oxydations non enzymatiques du cholestérol d’aprés Ma et al. (50).
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3) Interactions avec les protéines

Une autre classe de biomolécules qui joue un role important dans I'organisme et
qui est sensible aux attaques des radicaux libres sont les protéines. En effet, les
acides aminées et les protéines sont les premiéres cibles des attaques radicalaires,
par oxydations des chaines latérales des acides aminés et par oxydation de la

chaine polypeptidique.

Les protéines sont des macromolécules, constituées d’'un assemblage d’acides
aminés liés entre eux par des liaisons peptidiques. Cet assemblage ordonné permet
a la protéine d’avoir une conformation particuliére, essentielle a ses fonctions. Des

modifications post-traductionnelles y participent également.

Les attaques des espéces réactives de I'oxygéne induisent une modification des
structures secondaires et tertiaires ce qui entraine un dysfonctionnement de
certaines enzymes lié a leur structure tridimensionnelle. On obtient le plus souvent
une fragmentation ou la formation de liaisons croisées intra ou inter chaines. Cela
entraine le plus souvent des pertes de fonctions, une diminution de I'hydrophilie,

voire une dénaturation de la protéine.

Il a été démontré que le 20S protéasome est impliqué dans la dégradation des
protéines oxydées dans le noyau et dans le cytosol des cellules des mammiferes (51,
52). Les protéines oxydées sont principalement situées dans le cytosol (53) mais une
guantité importante de protéasome est observée a lintérieur du noyau de la cellule
afin probablement d’assurer une dégradation rapide des protéines oxydées

localement, dés leur formation (54).

Néanmoins, les susceptibilités sont différentes en fonction des acides aminés : il
existe des modifications réversibles et d’autres irréversibles. Les cibles majeures de
l'oxydation sont les acides aminés soufrés (cystéine, méthionine), basiques
(histidine, lysine, arginine) et aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophane). Les
plus réactifs sont : I'histidine, la proline, le tryptophane, la cystéine et la tyrosine (1).
On observe Il'apparition de groupements carbonylés, de clivage de chaines
peptidiqgues et des ponts bi-tyrosine intra- et inter-chaines sont formés. La plupart
des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications

fonctionnelles importantes (55). Pour certains acides aminés il existe des systemes
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de réparations qui leur sont spécifiques, comme la methionine-sulfoxyde réductase
pour la méthionine oxydée qui donne de la méthionine a partir du sulfoxyde de
méthionine (56). S’il N’y a pas de systéme spécifique de réparation des protéines

oxydées, elles sont dégradées par le 20 S protéasome (52).

Les acides aminés et les protéines ayant un résidus tyrosine sont des cibles
majeures du peroxynitrite vu précédemment. Les résidus cystéines sont
particulierement réactif vis-a-vis des ERO par leur groupement thiol. lls subissent le
plus souvent une glutathionylation qui est la formation réversible d’'un disulfide mixte
entre les thiols de la cystéine et du glutathion. Ce modéle d’oxydation du thiol

apparait le plus important quantitativement et le plus fréquent (57).

i.  Oxydation de la chaine polypeptidique.

Les métaux de transitions semblent catalyser l'oxydation de la chaine
polypeptidique. Tout d’abord, une liaison de coordinence entre Fe?* ou Cu®* et la
chaine latérale d’'un acide aminé de la chaine polypeptidique peut se former (58). Le
radical hydroxyle OH* entraine le départ d’'un atome d’hydrogéne sur le carbone en
alpha d’une liaison peptidique, ce qui permet la formation d’un radical centré sur le
carbone. En l'absence d’oxygéne, deux radicaux centrés sur le carbone peuvent
donner naissance a des liaisons croisées intra ou inter chaines (59). Si 'oxydation se
situe au niveau de deux fonctions thiols, elle peut conduire a la formation de ponts
disulfures. En revanche en présence de dioxygéne, une réaction d’addition se fait sur
le radical centré sur le carbone et on obtient un radical péroxyle. Puis, une série de
réaction complexes méne a la formation d’'un radical alkoxyle qui ensuite méne a la

fragmentation de la chaine polypeptidique (60) (Figure 14).
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Figure 14 : Oxydation de la chaine polypeptidique.
R1 : radical 1 ; R2 : radical 2 ; OH": radical hydroxyle ; O; : dioxygéne : H.O : molécule d’eau.

43



ii.  Glyco-oxydation et lipo-oxydation

Les protéines peuvent également subir des attaques indirectes par I'action de
glyco-oxydation et de lipo-oxydation qui peuvent se produire dans les membranes et
dans des lipoprotéines ou la proximité entre les protéines et les lipides favorise les
attaques de radicaux organiques (peroxyde lipidique). De plus, contrairement aux
lipides, les protéines peuvent subir des attaques radicalaires en dépit de la présence
d’anti-oxydants en grande concentration dans leur environnement (61). Ces
modifications chimiques changent la conformation globale des protéines. Dans le cas
des lipoprotéines, ces derniéres ainsi altérées sont appelées « LDL oxydées ». En
humaine, de nombreuses études ont mis en évidence l'implication de ces LDL
oxydées dans [laltération de nombreuses fonctions cellulaires des cellules
endothéliales et dans le déclenchement d’événements cellulaires conduisant au

processus d’athérosclérose (62—64).

D’autre part, les protéines peuvent créer une liaison par leurs groupements
amines libres avec un ose tel que le glucose dans une réaction non enzymatique et
ainsi donner des produits de glycations. Ces produits peuvent étre des marqueurs de
surveillance comme I'hémoglobine glyquée dans le cadre de la surveillance du

diabete sucré (65).

iii. Le protéasome

Il existe dans les cellules eucaryotes deux voies de dégradations des protéines
gue sont les lysosomes et les protéasomes. Les lysosomes participent faiblement a
la dégradation des protéines intracellulaires mais davantage a la dégradation des
protéines des milieux extracellulaires. Le protéasome 26S est formé de deux
eléments : 'unité catalytique le protéasome 20 S et l'unité régulatrice 19 S. lls sont
présents dans le cytosol et le noyau de toutes les cellules mais a des concentrations
différentes selon le type cellulaire (66, 67). L’oxydation des protéines a pour
conséquence une protéolyse mais cette susceptibilité a étre degradée dépend des
dommages crées a la protéine. Quand les dommages sont des liaisons croisées intra
et inter- chaines, il y a agrégation des protéines oxydées, et cela rend plus difficile la

prise en charge par le protéasome (68).
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En ce qui concerne la réparation des acides aminés, il n’existe pas de systéme de
réparation spécifiqgue, mis a part deux systemes que sont la thiorédoxine réductase
et la méthionine-sulfoxide réductase. La premiere régénere les fonctions thiols des
cystéines associées dans les ponts disulfures et la seconde régénere la méthionine
(56, 69, 70).

4) Interactions avec I'acide desoxyribonucléique

L’Acide Desoxyribonucléique (ADN) est une macromolécule, support de
linformation génétique. Elle est formée d’'une double hélice stabilisée par des
liaisons hydrogenes. Chaque hélice est un assemblage ordonné de 4 bases
azotées : la guanine (G), la cytosine (C), la thymine (T) et 'adénine (A). Les deux
hélices s‘assemblent selon une complémentarité de bases : A avec T et G avec C.
L’ADN est également sensible aux attaques des espéces réactives, et étant le
support de linformation génétique, les modifications peuvent avoir de grandes

conséquences sur 'ensemble du fonctionnement cellulaire (71, 72).

Les radicaux libres agissent sur les acides nucléigues en entrainant des
mutations qui entrainent des modifications de l'information génétique et qui générent
des erreurs de lecture du génome, des perturbations des systemes de réplication, de
transcription et de traduction (73). Lorsque les systémes de réparations n’ont pas le
temps d’agir, '’ADN cellulaire est transcrit avec ses erreurs. L’ADN mitochondrial est
plus sensible que I'ADN nucléaire car contrairement a ce dernier il n'est pas
complexé par des histones. Les histones sont des protéines qui permettent la
compaction de 'ADN en chromatine et également sa stabilite. Néanmoins, il a été
démontré qu’il existe des protéines de liaison a 'ADN mitochondrial qui seraient

capables de le protéger du rayonnement X et du peroxyde d’hydrogene (74).

Les Iésions peuvent survenir a différents endroits au sein de I'hélice de 'ADN, sur
les bases azotées nucléotidiques ou sur le squelette phosphoribosyle de 'ADN.
Ainsi, les modifications obtenues sont des modifications des bases de 'ADN et des
pentoses, des cassures simple et double brin ; des sites abasiques, des Iésions en
tandem, des sites regroupés et des liaisons croisées ADN-protéine (73, 75, 76).
L’hydroxyle *OH est trés réactif vis-a-vis de 'ADN (75). Il peut arracher un hydrogéne

du 2 désoxyribose ou des groupements méthyles des bases nucléiques, ou il peut
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réaliser une addition nucléophile sur les doubles liaisons des bases puriques ou

pyrimidiques.
i. Lésions des bases azotées

La guanine est la cible préférentielle parmi les constituants de 'ADN, car elle a le
potentiel d’ionisation le plus faible parmi les autres (1,29 V). De plus, elle est la seule
a étre susceptible a I'attaque de I'oxygéne singulet en solution aqueuse a pH neutre
(77). L’attaque du radical hydroxyle peut s’effectuer sur les positions C4, C5 et C8 et
C2 de la Guanine (figure 15) (78). La réaction principale du radical hydroxyle avec la

guanine serait un arrachage de H* du groupe en NHz du C2 (79, 80).

Les bases pyrimidiques subissent aussi I'attaque des radicaux libres. L’addition
du radical OH' sur la double liaison pyrimidique en C5,C6 permet la formation de la
5,6-dihydroxy-5,6-dihydrothymidine (thymidine glycol) pour la thymine (81). Par des
mécanismes similaires sur la cytosine, il y a formation du 5-méthyl-2’-desoxycytidine

glycol qui peut lui-méme subir une désamination et devenir la thymidine glycol (82).

s 4“

mmmm) Attague du radical hydroxyle

' ! Attague principale

Figure 15 : Schéma des différentes attaques radicalaires du radical hydroxyle sur la guanine.
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ii. Lésion sur le squelette phosphoriboxyle de 'ADN

D’autres modifications ont été évoquées précédemment et notamment des
cassures au niveau de la chaine. La réaction de OH" avec le désoxyribose entraine
'arrachement d’'un H en 2’, 3, 4, ou en 5 et entraine une cassure simple brin de
I’ADN. Par contre I'arrachement d’'un H en 1’ entraine la formation d’un site abasique
(Figure 16).

On peut observer également une liaison covalente entre la base et le
pentose, a l'origine de lésions « tandem », par attaque du radical hydroxyle (83).
Dans le méme nucléoside le radical 2’-desoxyribose centré en C5 attaque en C8 le
cycle purique, donnant lieu a une cyclisation intramoléculaire (figure 17). Il existe
également des pontages interbrins suite a I'oxydation du désoxyribose, qui réagit

avec un radical sur le brin opposé (83).

On peut également retrouver des pontages covalents entre ADN et protéines,
notamment les protéines de la chromatine (76). La guanine possédant le potentiel
d’ionisation le plus bas, elle est un site d’oxydation préférentiel et peut étre attaquée
par un résidu protéique possédant un groupement nucléophile. De méme, la situation
inverse peut se produire, I'oxydation initiale a lieu sur la protéine et cette derniere
réagit par la suite avec un groupement nucléophile de 'ADN. Plus rarement on peut

avoir le couplage de deux especes radicalaires protéique et lipidique (76) .
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Attaque du radical — Cassure simple brin
hydroxyle Formation d’un site abasique

Figure 16 : Schéma de I'attaque radicalaire du désoxyribose par le radical hydroxyle.

mmmmm—) Attaque radicalaire et formation d’une liaison intrabrin

Figure 17 : Schéma de I'attaque radicalaire d’une base purique par le radical 2’-desoxyribose centré

en C5.
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Tableau 2 : Tableau récapitulatif des différents types de lésions oxydantes de I'ADN.
Sources : (75, 84-86)
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C. Mécanismes de contrble

a. Systéemes enzymatiques

Afin d’éviter 'accumulation des ERO, la cellule possede des systemes de défense
anti-oxydants basés sur l'action d’enzymes telles que la superoxyde dismutase
(SOD), les catalases (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (87) (Figure 18).

1) La superoxyde dismutase

La superoxyde dismutase (SOD) réduit l'anion superoxyde en peroxyde
d’hydrogene H20:2 (Figure 19.a). Cette enzyme est un élément important contre les
ERO, car elle diminue le temps de vie de I'anion superoxyde et ainsi les possibilités

de formations d’espéces réactives beaucoup plus dangereuses.

On retrouve cette métalloenzyme chez les eucaryotes. Il existe une SOD2 a
manganese dans les mitochondries et une SOD1 a cuivre et zinc dans le cytosol des
cellules et dans I'espace intermembranaire de la mitochondrie (1, 35). Il a été montré
chez la souris, que l'invalidation génique de la SOD mitochondriale entraine en effet
une létalité néonatale, contrairement a l'invalidation de la SOD cytosolique ou
extracellulaire (88). Dans le cas de la SOD cuivro-zinc dépendante, de masse
moléculaire 32 kDa, I'ion cuivre dans le site catalytique lié a quatre résidus d’histidine
participe a l'acte catalytique. Dans cette enzyme, le cation Zn?* assure le réle d’ion
métallique stabilisateur global de la SOD1 (89). La Mn-SOD de masse moléculaire
40kDa, est formée de quatre sous-unités chez les animaux et I'ion Mn?* permet I'acte

catalytique (90).

2) La catalase

La catalase catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne en eau et en
oxygéne moléculaire (Figure 19.b). Elle posséde quatre sous-unités, chacune étant
composée d’une molécule d’héme liant du fer sous forme Fe lll, liée au site actif

comme groupement prosthétiqgue. On trouve cette protéine dans les peroxysomes et
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les hématies, son action est complémentaire de I'action des SOD qui produisent
H202 (11, 91).

3) La glutathion peroxydase

La glutathion peroxydase (GPX) catalyse la dismutation du peroxyde d’hydrogéne
et I'oxydation du glutathion réduit (GSH) en glutathion oxydé (GSSG). Cette enzyme
n'est pas spécifique du peroxyde d’hydrogéne, les hydroperoxydes sont également
des substrats possibles (Figure 19.c) (92). Le glutathion est un tripeptide (glutamyl-
cystéinyl-glycine), présent dans les cellules, majoritairement sous forme réduite
(GSH). Il est le thiol majoritaire dans le cellule avec une concentration de I'ordre de
10 a 102 mol.L1 (93).

La GPX possede quatre sous-unités avec chacune un sélénium dans le site actif
sous forme de sélénocystéine ou I'atome de soufre a été remplacé par un sélénium.
Un déficit en sélénium conduit a une baisse d’activité de cette enzyme. L’activité de
la GPX est couplée avec la réaction qui permet de régénérer le glutathion GSH.
Cette derniere est catalysée par I'enzyme glutathion réductase (GR) (Figure 19.d)
(91). La réaction qui permet de régénérer le glutathion nécessite du NADPH,H™* fourni
par la voie des pentoses-phosphates, grace a l'activité de I'enzyme glucose-6-

phosphate déshydrogénase.
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Figure 18 : Intervention des différentes enzymes antioxydantes dans la cellule d’apres Deponte.
Arg : L-Arginine ; Cit: L-Citrulline ; CoEnz-Q: Coenzyme Q; GSSG: glutathion oxydé; GSH:
glutathion : glutathion réduit ; O, : Dioxygene ; Oy~ : anion superoxyde ; NADPH,H+ : Nicotinamide
Adénine Dinucléotide Phosphate réduit ; NADP+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
oxydé ; H2O : eau ; H20: : Peroxyde d’hydrogene ; SOD : Superoxyde Dismutase ; G6PD : glucose-6-
phosphate déshydrogénase ; 6-P-gluc: 6-phospho-gluconate; Glu,6P : glucose, 6-phosphate ;
GR : glutathion reductase; GPX : Glutathion peroxydase ; NOS : NO synthase.
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Figure 19 : Réactions enzymatique de la superoxyde dismutase (a), la catalase (b), la glutathion
peroxydase (c) et la glutathion reductase (d)
SOD : superoxyde dismutase; CAT: catalase; GP: Glutathion peroxydase; GR: Glutathion
reductase ; ROOH : hydroperoxyde ; NADPH,H+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate
réduit ; NADP+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate oxydé ; H* : proton ; H,O, : Peroxyde
d’hydrogéne ; H,O: eau; Oz": anion superoxyde ; GSSG : glutathion oxydé ; GSH : glutathion :
glutathion réduit.
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b. Systemes enzymatiques antioxydants accessoires

En plus de celles précédemment citées, les cellules possédent d’autres enzymes
intervenant dans le maintien de I'équilibre redox, c’est-a-dire le maintien d’un
équilibre entre les formes prooxydantes et les formes antioxydantes. Parmi elles, se
trouvent les systemes de thioredoxine, de glutaredoxine. Le systeme thioredoxine
contient la thioredoxine et 'enzyme thioredoxine réductase, il se situe dans le cytosol
et dans la mitochondrie. Il fait intervenir NADPH comme donner d’électrons (Figure
20). Il posséde de nombreuses fonctions, dont la principale est de maintenir I'état
réduit des protéines, et de participer ainsi a la lutte contre le stress oxydant, la

croissance ou I'apoptose cellulaire (94).

De maniére similaire, la glutaredoxine est une thiodisulfure oxydoreductase. Elle
intervient dans la protection et la réparation des protéines et des thiols non
protéiques lors de stress oxydant (70). Cette enzyme differe de la précédente car
requiert I'implication des glutathions liés par une liaison disulfide mixte aux fonctions

thiols des protéines (Figure 21).

53
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' Thiorédoxine' Thiorédoxine réductase
réductase oxydee

Thiorédoxine oxydée Thiorédoxine

Méthionine Méthionine oxydée

Figure 20 : Schéma du fonctionnement du systéme antioxydant thioredoxine.
NADPH,H+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit ; NADP+ : Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate oxydé

NADP+ NADPH

GR

[ Glutaredoxine ]

GSH

Figure 21 : Schéma du fonctionnement du systeme antioxydant glutaredoxine.
NADPH,H+ : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate réduit ; NADP+ : Nicotinamide Adénine
Dinucléotide Phosphate oxydé; GR: Glutathion reductase; GSSG: glutathion oxydé; GSH:
glutathion : glutathion réduit ; P-SH : protéine avec un groupement thiol réduit sur sa chaine latérale ;
P-S-SG : protéine avec un groupement thiol lié par une liaison disulfide mixte au glutathion.
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c. Systémes non enzymatiques

Il existe également des molécules antioxydantes non enzymatiques comme :
'albumine, le glutathion, les vitamines A, C, E, l'ubiquinone...

Cest systétme sont des piégeurs de radicaux, ce sont des composés qui
réagissent avec un radical libre afin de former un nouveau radical plus stable que
I'espéce radicalaire de départ et sensible a une réduction ultérieure afin de régénérer
les chélateurs. Ce sont des cibles privilégiées des ERO en raison de leurs fortes

guantités localement.

1) Exemples de piégeurs de radicaux divers

Il existe des capteurs généraux de radicaux libres, c’est-a-dire des molécules qui
vont se substituer aux cibles biologiques. Ce sont de bons réducteurs chimiques
comme les alcools, les thiols, les phénols ou les polyphénols (35). Le radical
hydroxyle possede une constante de vitesse tres élevée et quasiment identique vis-
a-vis des systemes biologiques et des capteurs de radicaux si les concentrations de
ces deux derniers sont voisines. Il faut alors que la concentration de capteur soit
supérieure a celle de la cible d’au moins un facteur dix, afin que le capteur joue son
réle. Mais comme in vivo les macromolécules biologiques sont déja en quantité
importante, des concentrations dix fois plus importantes de capteurs ne peuvent étre

réalisées in vivo sans entrainer de toxicité secondaire (1).

Les polyphénols comme les flavonoides jouent aussi un réle antioxydant par
piégeage de radicaux libres mais également en chélatant des ions métalliques. Les
polyphénols forment des anneaux stables avec les ions métalliques, ces derniers ne
sont alors plus disponibles afin de réaliser les réactions de Fenton et Haber-Weiss
(95).

Le glutathion, de méme que d’autres thiols, participe a la capture d’espéces
radicalaires, en formant des radicaux thiolyles GS°. Ces radicaux peuvent en
présence d’'oxygene, participer a la formation de nouveaux radicaux capables d’initier
d’autres attaques moléculaires. Le glutathion peut également chélater les ions

cuivreux et limiter la réaction de Fenton (96). Le glutathion seul peut aussi agir
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comme un chélateur de métal qui préviendrait ainsi la formation de radicaux

hydroxyles (97).

L’acide urique est produit a partir de l'oxydation de I'hypoxanthine et de la
xanthine par la xanthine oxydase et la xanthine déshydrogénase. A pH
physiologique, c’est l'urate qui est majoritaire et il réagit avec les radicaux OHe a
concentration physiologique. Il réagit également avec les radicaux peroxyles ROze.
Le radical obtenu a partir de l'urate est une espéce radicalaire relativement stable,
qui peut étre secondairement réduit par la vitamine C, régénérant ainsi l'urate et

limitant I'action du radical sur d’autres cibles (98, 99).

La bilirubine est issue de la dégradation de I’hémoglobine par les cellules du foie,
de la rate et de la moelle osseuse. Elle est considérée comme un déchet de
'organisme qu’il faut éliminer mais il a été montré qu’a des concentrations
micromolaires in vitro, elle est capable de piéger les radicaux peroxyles (100).
Comme elle se lie a I'albumine dans un rapport stoechiométrique 1/1, elle peut
protéger l'albumine et les acides gras liés a I'albumine des attaques radicalaires
(101). L’albumine, grace a ses groupements thiols, est la protéine antioxydante la
plus importante car la plus abondante dans le plasma avec des concentrations de
'ordre de 0.5 mol.L-1 (102).

2) Vitamines et dérivés associés

Plusieurs vitamines sont considérées comme des antioxydants majeurs en raison
d’'un caractere réducteur propre et d’'un fonctionnement synergique de ces derniéres

compartimentalisé au sein de la cellule.

Plusieurs vitamines liposolubles et les provitamines inhérentes admettent une
localisation membranaire en raison de leurs propriétés hydrophobes. En captant
I'électron célibataire des radicaux libres RO® et RO, elles interceptent les réactions
radicalaires de propagation et protégent ainsi les membranes cellulaires de la
peroxydation lipidique et de leur déstructuration (103). C’est notamment le cas des
vitamines E, tocophérols, et des dérivés trienes associés, les tocotriénols, dont les
plus efficaces sont les formes a (104). A lissue de la réaction avec les ERO, se

forme un radical Tocophéryl stabilisé par mésomérie (Figure 22), qui en raison de
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son caractére hydrophile, se positionne a l'interface feuillet lipidique interne/cytosol
alors que la chaine terpénique assure l'encrage membranaire du composé

vitaminique (105).

tocotrienol

tocophérol

HO * 0

Radical tocophéryl

Figure 22 : Formation du radical tocophéryl stabilisé par mésomérie.

D’autres composés sont également qualifiés de chélateurs de la phase lipidique
en raison d’'un fonctionnement analogue aux vitamines E et tocotriénols d’une part, et
d’'une localisation membranaire similaire d’autre part. Il s’agit des pigments
caroténoides possédant un noyau [ ionone, éventuellement oxydé (cas des
pigments xanthophylles), et qui constituent de ce fait des provitamines A (Figure 23)
(106) mais on peut eégalement adjoindre a cette liste, la mélatonine, qui en formant
un radical stable indolyl, exerce également un réle anti-oxydant direct (Figure 24) a

I'échelle membranaire (107, 108).

57



Pro Vitamine A
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Zéaxanthine
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Figure 23 : Pigments caroténoides qui sont des provitamines A.

H:C—o H:C—o

HN HN CHj; H -N HNYCHE,
O O
mélatonine Radical stable indolyl

Figure 24 : Formation d'un radical stable a partir de la mélatonine.

58



Les chélateurs de la phase lipidigue constituent des antioxydants majeurs
d’autant plus sOrement et efficacement que leur forme réduite initiale sont
régénérées grace a une synergie avec les systemes antioxydants du cytosol et donc
de la phase aqueuse tels que la vitamine C ou acide ascorbique (1), ou des peptides
thioles (glutathion) ou possedant un résidu histidyl (Ansérine) (109). Tres rapidement,
les radicaux des chélateurs de la phase lipidique sont réduits par la vitamine C ainsi
oxydée sous une forme stabilisée par mésomérie, déhydroascorbate, peut étre
ultérieurement réduite sous l'action d’une thiol transférase utilisant le glutathion réduit
(GSH) (Figure 25) (110).

Enfin cette coopération ne reste opérationnelle qu’a condition que le glutathion
oxydé (GSSG) obtenu ne soit a son tour régénéré sous forme réduite grace a I'action

des glutathions réductases (cf. supra).

Acide gras
peroxydé

a-tocophérol Radical tocopheroxyle |

Acide ascorbique | déhydroascorbate |

‘ GSH—| ‘ GSSG |
‘NADPH,H+ ‘ ‘ NADP+ ‘

Légende :

m Oxydation

— Réduction

Figure 25 : Schéma de la régénération de I'alpha-tocophérol par I'acide ascorbique.
GSH : Glutathion réduit, GSSG : Glutathion oxydé.
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Tableau 3 : Antioxydants cellulaires

Antioxydant

Superoxyde
dismutase

Catalase

Glutathion
peroxydase

Thioredoxine

Glutaredoxine

Tocophérols

Caroténoides

Vitamine C

Autres chélateurs

Nature

Enzyme

Enzyme

Enzyme

Systeme
enzymatique

Systéme
enzymatique

Vitamines

Pigments

Vitamine

Divers

Localisation

Intracellulaire

Intracellulaire

Intracellulaire

Intracellulaire

Intracellulaire

Membrane
lipidique

Membrane

lipidique

Intracellulaire

Divers

Mécanisme

Réduction de I'anion
superoxyde en peroxyde
d’hydrogéne

Catalyse de la dismutation
du peroxyde d’hydrogéne
en eau et en oxygene
moléculaire

Catalyse la dismutation du
peroxyde d’hydrogéne et la
réduction des
hydroperoxydes

Réduction des thiols
protéiques

Réduction des thiols
protéiques en réalisant une
liaison disulfide mixte

Chélateurs d’espéces
radicalaires

Chélateurs d’especes
radicalaires

Reduction du radical
tocophéryl de la Vitamine E

Chélateurs d’especes
radicalaires
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Bilan : Les sources des ERO au sein de la cellule et au sein de I’organisme
sont variées. Leur formation induit des réactions avec les biomolécules de la
cellule : les lipides, les protéines et ’ADN. Les produits ainsi formés vont a leur
tour induire d’autres réactions qui peuvent participer a des fonctions
physiologiques mais également engendrer des dégradations tissulaires. Les
antioxydants sont présents afin de réguler les quantités présentes d’oxydants.
Il en existe une multitude avec des mécanismes biochimiques différents (cf.
Tableau 3). Ils maintiennent un équilibre au sein de la cellule, lorsque

I’équilibre est rompu, il se produit le stress oxydant.
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Partie 2 : Le stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les capacités de
défenses antioxydantes et la production des ERO. Ceci conduit a une accumulation
de radicaux oxygénés susceptibles d’altérer les biomolécules et a terme de produire
des lésions tissulaires. Ces dommages sont susceptibles d’induire un certain nombre
d’affections dont nous allons étudier quelques exemples. Néanmoins, les ERO sont
nécessaires a de nombreuses fonctions utiles dont certaines seront détaillées et de
ce fait participent au fonctionnement de I'organisme, ce qui souligne le caractere
incontournable de leur genese. En effet, La production faible d’ERO participe a des
fonctions cellulaires physiologiques comme la signalisation, l'inflammation, la

contraction des myocytes...

A. Etiologie du stress oxydant

A.1 Exces de production des especes réactives de

I'oxygene

a. L'intervention des espéces réactives de I'oxygéne dans la

signalisation intracellulaire

Une production modérée et contrblée d’ERO peut entrainer une oxydation
réversible des molécules environnantes, ces molécules jouant alors le rdle de
seconds messagers. En effet, les ERO sont de bons candidats pour étre des
molécules de signalisation, car elles sont petites et peuvent diffuser sur de courtes
distances. Elles sont produites a différents endroits et leur production est rapide et
controlable.

Les molécules messagéres agissent sur une cellule grace a des récepteurs
situés a leur surface. Ces récepteurs sont de différentes classes. En effet, il existe
des récepteurs de cytokines, des récepteurs tyrosine-kinases (RTK), des récepteurs
sérine/thréonine-kinases (RSTK), des récepteurs couplés aux protéines G, des

récepteurs couplés aux canaux ioniques... Les molécules en se fixant aux
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récepteurs entrainent des cascades de signalisation dans le cytoplasme, soit
directement soit par des intermédiaires (1). La fixation a ces récepteurs permet la
production d’ERO, souvent grace a lintervention de la NAD(P)H oxydase de la

membrane cellulaire.

Des études suggerent que les ERO produits pénéetrent préférentiellement dans
la cellule par des canaux spécifiques d’aquaporines dans la membrane plasmique
(111) et participent a I'oxydation des protéines (Figure 26).
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Figure 26 : Schéma de la production d’ERO suite a la stimulation par un signal de son récepteur
spécifique, et le transfert des ERO en intracellulaire par les aquaporines d’apres MILLER et al. (111).
AO : antioxydant ; NOX : NADPH oxydase ; PTP : protéine phosphatase ; O, : Dioxygéne ; O,"":
anion superoxyde ; H.O, : Peroxyde d’hydrogéne.
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Les ERO générées par ces mécanismes ligands/récepteurs fonctionnent
comme des seconds messagers et sont les médiateurs de fonctions cellulaires
importantes comme par exemple la prolifération et la mort cellulaire programmeée
(92). Par exemple, les récepteurs de I'inflammation, une fois activés par des signaux
inflammatoires, activent la NOX et favorisent donc la production d’ERO. La
conversion de l'acide arachidonique en médiateurs de linflammation par les
cyclooxygénases et lipoxygénases libere également des ERO (cf. supra). Ces
dernieres activent I'expression des molécules d’adhérence, et sont impliquées dans
le recrutement intense de polynucléaires neutrophiles par les tissus dans lesquels ils
sont produits (111, 112).

Le tableau 4 montre la multitude de possibilités de formations d’ERO au sein
de la cellule ainsi que leur fonction dépendante de leur ligand. Par exemple, les
facteurs de croissance interviennent principalement dans la multiplication et la
croissance cellulaire. De méme, les protéines de l'inflammation comme I’ IFN-Y,,

TNF-a interviennent surtout dans la défense microbienne et la croissance cellulaire.
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Tableau 4 : Extrait des principaux ligands responsables de la production d’ERO, leurs sources et
leurs effets sur la cellule d’apres Delattre et al. (1).

Tableau complet annexe 2.

TNF-a = Tumor Necrosis Factor ; IL1: Interleukine 1 ; IFN-Y': Interféron gamma; PDGF ; Platelet-
Derived Growth Factor; NF-kB: Nuclear factor-kappa Beta; MCP : Monocyte Chemoattractant
Protein

Ligand Type cellulaire ERO Source(s) Effet
enzymatique(s)

Récepteurs des cytokines

TNF-a Fibroblastes (O7 NADPH oxydase Prolifération
Cellules H20: Flavoprotéine oxydase | Expression MCP
endothéliales et (Monocyte
mésangiales chemoattractant
Chondrocytes Protein),NF-kp.

IL1 Fibroblastes o2, Flavoprotéine oxydase
Cellules H202
endothéliales
Myocyte

IFN-Y Cellules o2, Cyclooxygénase Antibactérien
endothéliales H20:

Hépatocytes

Récepteurs Tyrosines-kinases

PDGF Cellules o2, Flavoprotéine oxydase | Multiplication
musculaires H.O- cellulaire,
Cellules Activation  cascade
épithéliales de phosphorylation

La cystéine est un acide aminé largement impliqué dans la signalisation. En
effet, sa fonction thiol (R-SH avec R le squelette de I'acide aminé) peut étre oxydée
par les ERO pour donner un acide sulfénique (cystéine — SOH), ou acide sulfinique
(cystéine — SO2H), ou acide sulfonique (Figure 27). Sa structure biochimique permet
ainsi une signalisation redox-dépendante (114). Ainsi, les résidus cystéines sont la
cible de I'oxydation par le peroxyde d’hydrogene H202. Par exemple, les protéines
phosphatases possedent dans leur site catalytique des résidus cystéines, dont les

groupements thiols sont sensibles a I'oxydation par les ERO (115, 116).
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Figure 27 : Conséquences biochimiques de I'oxydation des fonctions thiols des résidus de cystéines
d’aprés Richter et al. (117).
L ’oxydation de ces résidus conduit a la formation de ponts disulfures (représenté en haut), inter ou
intra molécule. Les cystéines peuvent étre progressivement oxydées en acide sulfénique (cystéine —
SOH), ou acide sulfinique (cystéine — SO2H), ou acide sulfonique (cystéine — SO3H). Il est possible
d’obtenir des disulfures mixtes par linteraction avec du glutathion (GS). La réduction (e”) des
cystéines oxydées est effectuée par des enzymes antioxydantes.

Prenons I'exemple des facteurs de croissance tels que les PDGF (Platelet
Derived Growth Factors) et EGF (Epidermic Growth Factor) qui vont se lier a leurs
récepteurs et induire la production d’ERO (Tableau 1). L’inhibition de cette production
bloque I'activation des tyrosine kinases induite par les facteurs de croissance (117),

indispensable a I'amplification du signal recgu.

Les PTP (Protéines Tyrosine Phosphatases) et PTEN (Phosphatase and
TENsin homolog) sont des phosphatases traduites par transcription de genes
suppresseurs de tumeur. lls permettent la régulation négative des récepteurs ayant
une activité kinase associée et entrainent un affaiblissement de la signalisation

mitogene (115, 116). L’inactivation de ces phosphatases peut résulter de I'oxydation
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de leurs groupements thiols par les ERO (cf. supra) (Figure 28). Les ERO sont
produites en réponse aux facteurs de croissance et 'augmentation localisée de H20:2
est permise lorsque I'antioxydant peroxiredoxine associé aux membranes cellulaires
est phosphorylé et inactivé lors de la stimulation par le facteur de croissance. Il 'y a
alors une inhibition de la phosphatase par 'oxydation par H202 sans réactivation par
la peroxiredoxine inactivée (118). Les phosphatases sont ultérieurement réactivées

par le systéme antioxydant thioredoxine (119, 120).

L’augmentation des ERO et donc de la signalisation intracellulaire favorise la
tumorogenése (121). En effet, les cellules cancéreuses détournent la machinerie
cellulaire a leur avantage, elles permettent a la cellule d’absorber des nutriments en
continu, de survivre au stress et de proliférer. Il y a alors une « hyper génération »
d’ERO au niveau des mitochondries, des NADPH oxydases et du réticulum

endoplasmique (122, 123).

Néanmoins, les cellules cancéreuses doivent elles aussi maintenir une
balance redox qui leur évitera notamment la mort cellulaire induite par un stress
oxydant. C’est pourquoi on a une activité antioxydante aussi élevée que I'activité
oxydante. Un des mécanismes qui intervient dans 'augmentation de la quantité des
antioxydants est I'activation de facteurs de transcriptions comme le facteur nucléaire
Erythroid 2-Related Factor 2 (NRF2) qui intervient dans la transcription de plusieurs
genes antioxydants (124). Le facteur p53 contréle également une multitude de génes

antioxydants (125).

Ceci peut soulever de nombreuses questions en termes de traitement
anticancéreux : faut-il jouer sur les antioxydants pour réduire le niveau des ERO ou

faut-il augmenter le taux d’ERO afin de tuer sélectivement les cellules cancéreuses ?
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Figure 28 : Schéma de la signalisation intracellulaire suite a la fixation d’'un facteur de croissance
(PDGF) sur son récepteur.
AO = Antioxydant ; NOX = NADPH oxydase ; PDGF = Platelet Derived Growth Factor ; ERO =

Espéces Réactives de I'oxygéne

Le réle des ERO dans la signalisation leur permet d’intervenir dans des

grand processus comme celui de I'inflammation.
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b. Défense de I'organisme : une production excessive dans un

contexte inflammatoire

L’inflammation est une défense naturelle de 'organisme. Elle est définie comme
une réponse de I'organisme a une agression tissulaire et cellulaire d’origine exogéne
(blessure, infection...) ou endogéne (tumeur, hypersensibilité...). Elle est associée a
de nombreuses maladies comme les infections, I'exposition a des allergénes,
'obésité, ou encore des maladies chroniques et auto-immunes. L’inflammation est
étroitement liée a la production d’ERO, qui est nécessaire et contrblée afin de
répondre a I'agression. Il est connu maintenant que les ERO ont un réle a chaque
étape du processus de défense lors du processus inflammatoire. Les ERO
interviennent dans la destruction des agents pathogenes et en plus faible proportion
dans la signalisation.

1) ROéle anti-infectieux

Les cellules phagocytaires, impliguées dans la destruction des agents
pathogenes, produisent des quantités importantes d’ERO. Le « burst oxydatif », ou
explosion respiratoire, est le résultat de la production massive d’ERO en réponse a
un contexte inflammatoire au sein des cellules phagocytaires décrit par Baldridge et
Gerard en 1932 (126). Les phagocytes synthétisent et gardent des radicaux libres,
et ils les libérent lorsque des agents pathogenes doivent étre détruits (3, 127).
D’autres microbiocides sont obtenus grace a la myéloperoxydase au niveau des
lysosomes dans les cellules et dans les polynucléaires nucléophiles (128), et grace a
d’autres enzymes telles que le NO-synthase inductible retrouvé dans les

macrophages (129) et la xanthine oxydoréductase (29).
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2) Les espeéces réactives de I'oxygéne dans la régulation de
inflammation

Lors de l'inflammation, les ERO produits ont aussi une fonction de régulation de
cette derniere. En effet, les ERO interviennent dans la syntheése des molécules
d’adhésion cellulaire et dans la synthese de médiateurs de linflammation. Les
cellules retrouvées en périphérie des tissus endommagés, c’est-a-dire les cellules
endothéliales, les fibroblastes et les chondrocytes, ont la capacité, sous l'influence
des ERO ou de cytokines, d’activer des facteurs de transcription et la transcription de
genes afin de réguler l'inflammation (24, 29). Comme il a été vu auparavant (cf.
supra), les ERO ont la capacité de moduler la transcription de différents géenes, tels
gue des genes intervenant dans la production de cytokines inflammatoires ou de
molécules d’adhésion cellulaire, comme les génes ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule) et TNFa (Tumor Necrosis Factor) (113, 130) et ainsi participer a

I'inflammation.

Cependant, étant donné le lien étroit qu’il existe entre inflammation et production
d’ERO, la survenue d’un stress oxydant par excés de production d’ERO n’est pas
rare. Une production en quantité excessive et incontrblée est potentiellement
délétére pour les cellules phagocytaires et les tissus environnants, car une partie des
ERO peut diffuser ou est relarguée avec les déchets des phagocytes. Ainsi, une
production excessive induit un environnement plus riche en ERO et aussi plus
délétére pour les cellules environnantes et a terme pour les tissus environnants. Ce
phénomene peut se retrouver aussi bien dans des phénomenes inflammatoires aigus
qgue chroniques. Dans le cas de ces derniers, les altérations dues aux ERO sont
importantes, car la forte production d’ERO dure et les capacités antioxydantes

diminuent.

En ce qui concerne les lymphocytes B et T, l'implication des ERO a été
démontrée apres traitement avec des antioxydants in vitro (131) et in vivo. En effet, il
y a une inhibition de la prolifération lymphocytaire et une régulation de la production
de la cytokine IL-2 par les lymphocytes T ainsi qu’une diminution de leur expansion
suite au traitement avec des antioxydants (132). Les ERO formées dans les
mitochondries (133) sont impliquées dans les réponses aux attagques des micro-

organismes par interaction avec les récepteurs des PAMP (Pathogen Associated
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Molecular Patern) et DAMP (Damage Associated Molecular Patern). Il en est de
méme pour les lymphocytes B, qui une fois stimulés au niveau de leurs récepteurs
membranaires, nécessitent la production d’ERO afin d’étre activés et de proliférer
(134)..

Toujours en lien avec ce réle de second messager, les ERO interviennent
dans d’autres processus et notamment celui de la contraction musculaire ou

’oxygeéne y est utilisé de maniére importante.

c. Activité musculaire et hyperoxie

Les animaux ont une masse musculaire variable en fonction des individus. Les
muscles regroupent les muscles striés squelettiques, les muscles lisses et le muscle
cardiaque. Les muscles striés squelettiques sont des assemblages de fibres
musculaires correspondant a des cellules allongées qui contiennent en leur

cytoplasme des myofibrilles a I'origine de la contraction musculaire.

L’activité physique consiste en I'ensemble des mouvements du corps produits
grace aux contractions musculaires. Ces contractions musculaires sont le résultat de
la conversion d’une énergie chimique, fournie par I'ATP, en une énergie mécanique.
L’énergie utilisée sous forme d’ATP nécessite la régénération rapide de ce dernier
afin de maintenir les cycles de contraction-relaxation, car les quantités d’ATP dans

I'organisme sont trés faibles par rapport au besoin énergétique.
Les voies qui permettent la régénération de 'ATP sont :

- La voie des phosphagénes (anaérobiose alactique) : elle utilise la créatine
kinase musculaire permettant de régénérer 'ATP par phosphorylation de
’ADP musculaire a partir de la créatine phosphate. Cette voie n’est possible
gue pendant quelques secondes suivant le début de l'effort, car les réserves
en phosphocréatine restent limitées (135).

- La voie anaérobie lactique : celle-ci consomme du glucose afin de régénérer
'ATP grace a la glycolyse. Cette voie produit également du lactate et dure
environ 30 secondes.

- La voie aérobie: I'ATP est régénéré par la phosphorylation oxydative

mitochondriale, ici le facteur limitant de la réaction sera la consommation en
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dioxygene. Cette voie est utilisée pour des activités de longue durée et des

efforts musculaires de type endurance.

L’'implication de chacune de ces voies dépend de la durée et de lintensité de
I'effort physique.

1) Augmentation de la consommation en dioxygene

Dans les conditions basales, les faibles niveaux d’ERO participent a la fonction de
la cellule contractile grace a la signalisation cellulaire (136). Lors de I'exercice
physique, il se produit une augmentation de la consommation en dioxygéne et donc
de la production d’ERO grace au métabolisme aérobie, par l'intermédiaire des
mitochondries. Lors d’exercices brefs et intenses, le métabolisme anaérobie
contribue également a la génération d’ERO par lintermédiaire de la xanthine

oxydase sur le modéle du phénoméne d’ischémie reperfusion (cf. infra).

C’est en 1982 que Davies et son équipe ont mis en évidence une augmentation
des radicaux libres lors de la contraction musculaire suite a un exercice allant jusqu’a
I'épuisement. lls ont en paralléle mis en évidence des dommages cellulaires ainsi

gu’une augmentation des marqueurs de peroxydation lipidique (137).

En médecine vétérinaire, ce phénomene a été étudié chez les chiens de travail et
les chiens de traineau (138). Tandis que des niveaux modérés d’ERO participent a la
fonction de la cellule contractile grace a la signalisation cellulaire (136), des
exercices intenses apportent une production excessive d’ERO, car le métabolisme
cellulaire est exacerbé, responsables de dommages des protéines et des lipides
dans les cellules musculaires, générant des faiblesses musculaires et de la fatigue
par dysfonction contractile (139). De plus, les lésions induites par des réactions
d’oxydation peuvent endommager le tissu musculaire et de surcroit induire une
réponse inflammatoire. Il existe un réseau d’antioxydants qui protége les fibres
musculaires contre les lésions oxydantes pendant les périodes d’exercices prolongés
et intenses. Une étude a montré la réduction plasmatique de la concentration en
antioxydants chez les chiens de traineau peu entrainés, lors d’exercices physiques
sur trois jours consécutifs, par rapport a des chiens qui n‘'ont pas été soumis aux
exercices (138). Ainsi, chez des chiens peu entrainés, les mécanismes antioxydants
peuvent étre non suffisants et non adaptés a une pratique d’exercice d’endurance
répétitif.
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2) Le phénomene d’ischémie reperfusion

L’ischémie entraine une réduction des apports en substrat énergétique et en
dioxygéne d’'une zone. Cette hypoxie conduit a une diminution de la phosphorylation
oxydative et en conséquence et a la mise en place un métabolisme anaérobie

permettant la synthése d’ATP.

A cause du déficit en ATP, les transporteurs actifs primaires d’'ions ne sont
plus fonctionnels. Les flux ioniques suivent alors les gradients de concentration par
les canaux ioniques, et entrainent une dépolarisation des membranes. Les

transporteurs actifs secondaires ne sont alors plus fonctionnels (140).

L’ischémie résulte en une acidose intracellulaire et extracellulaire et donc en la
libération de Fe3* de la transferrine, et une turgescence des cellules par
augmentation de 'osmolalité a cause de I'influx des ions. En raison de l'inhibition des
transporteurs actifs et I'absence d’extrusion des ions Ca?*, I'accumulation
intracellulaire de Ca?*, conduit a l'activation de nombreuses enzymes protéases,
phospholipases et endonucléases (140). Tout ce contexte favorise I'entrée de la

cellule dans un état de souffrance et initie une réaction inflammatoire (Figure 29).

Lors de la reperfusion, les ERO sont massivement libérées a cause de la
deéfaillance de la chaine mitochondriale et du contexte cellulaire inflammatoire
important, ce qui est a l'origine d’'une extension des Iésions oxydantes du territoire
ischémié par les ERO (141)....
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Figure 29 : Schéma des principaux mécanismes de formation des EROQO lors d’un phénomene
d’ischémie.

Au cours de la vie, la production d’ERO est continue car elle est
impliquée dans de nombreux processus physiologiques. Ainsi les Iésions

peuvent s’accumuler et ammener au processus naturel de vieillissement.
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d. Senescence cellulaire

Le vieillissement est un processus continu et progressif d’altération naturelle. Il
existe beaucoup de théorie sur le vieillissement classées en deux grandes
catégories : les théories génétiques et les théories stochastiques. Les premieres
veulent que le vieillissement et la longévité soient génétiquement programmeés et
ainsi qu’il existe une longévité maximale (142). Ces premieres théories sont exactes
si I'on considére les espérances de vie différentes entre les différentes espéces
animales ou encore au sein d'une méme espéce en fonction du format de I'animal.
Les secondes font intervenir les événements aléatoires et les effets néfastes de
'environnement qui accumulent des modifications cellulaires, puis tissulaires...
Notamment la radiolyse de I'eau, qui sont les premiéres conséquences des facteurs
environnementaux et qui conduisent a la formation des ERO. Ainsi, 'amélioration des
facteurs environnementaux et des conditions de vie, permettrait de se rapprocher de

la longévité maximale.

Depuis, les années 50, une autre théorie a été avancée. Elle soutient que le
phénomene global de vieillissement serait associé a la dégradation des constituants
cellulaires par les ERO a cause des dommages cumulatifs et notamment au niveau
mitochondrial. En 1956, on parle de la théorie radicalaire du vieillissement (143, 144).
Avec 'age, les mitochondries subissent des dommages croissants par les ERO car
ce sont les premieres «cibles» du processuset leurs fonctions sont
progressivement diminuées, tandis que la production d’ERO croit inexorablement a
cause de l'altération du processus de transfert d’électrons. Ainsi, un cercle vicieux
s’installe. Afin d’étayer cette hypothése, des études ont été menées sur I'effet d’'une
restriction de l'ingéré calorique sur I'espérance de vie maximale, car cet ingéré joue
sur la consommation d’oxygéne. Bien que cela n’ait pas été vérifié dans toutes les
espéeces, notamment pas chez les oiseaux qui ont un métabolisme rapide (145, 146),
mais il semblerait que la longévité soit prolongée par une diminution de l'ingéré

calorique.

L’oxydation des protéines est impliquée dans leur vieillissement moléculaire.
Les modifications dues a l'oxydation des protéines ont pour conséquence une

modification de leur stabilité, des changements conformationnels avec, par exemple,
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la formation d’agrégats (1). Les protéines intervenant dans la réparation de I'ADN,
lorsqu’elles sont modifiées par I'oxydation, concourent au vieillissement accéléré
(71). De plus, si ces protéines jouent un rdle dans l'architecture tissulaire, par
exemple de la matrice extracellulaire, ces modifications vont étre responsables d’'une
perte des propriétés mécaniques des tissus. Par exemple, I'actine impliquée dans de
nombreux processus cellulaires architecturaux ou cinétique, est un assemblage
protéique tres sensible a I'oxydation (91), ce qui a pour conséquence d’endommager

ses fonctions comme la contraction musculaire.

Les télomeéres sont tres sensibles aux dommages oxydatifs, étant donné qu’il
existe peu de capacités de réparation comparés a d’autres loci du chromosome
(147). Ainsi, leur raccourcissement progressif concourt au vieillissement de 'ADN et

a la sénescence cellulaire.

Le stress oxydant a de nombreux effets sur une multitude de cibles. Il est donc
difficile de déterminer quel est I'effet le plus toxique ou le plus important et de suivre
son évolution au cours d’'un traitement médical d’'une maladie ou son implication
serait majeure. Le vieillissement est associé a la fois a une production accrue ’ERO
et de pro-oxydants, a une diminution des systemes anti-oxydants, a une
augmentation de la concentration en constituants cellulaires oxydés et a une
efficacité diminuée des systemes de réparation des dommages (72). Néanmoins, il
est illusoire de considérer le stress oxydant comme la cause unique du vieillissement

ou de maladies dégénératives liées a I'age. lls évolueraient en synergie.

A cause de ces dommages cellulaires, 'organisme se retrouve plus sensible aux
affections. Le cerveau est un organe particulierement sensible au stress oxydant en
raison d'une forte consommation en dioxygene et de sa richesse en acides gras
polyinsaturés. Dans le tissu nerveux, un déséquilibre dans la balance prooxydant et

antioxydant peut entrainer des processus dégénératifs.
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A.2 Déficit en antioxydants

Le stress oxydant peut étre également une conséquence d’'un déficit des
systémes antioxydants entrainant 'accumulation d’ERO. Ces déficits peuvent étre
des carences primaires caractérisées par des apports exogenes insuffisants ou des

carences secondaires caractérisées par des défauts d’utilisation.

a. Carences primaires

Les apports recommandés pour les carnivores domestiques sont détaillés dans le

tableau 5.

Tableau 5 : Recommandations nutritionnelles (148). MS = Matiére séche

Eléments Apport recommandé Aliments naturellement
riches

Vitamine E Chien adulte : 50 Ul/kg MS Huiles végétales, graines et
Chat adulte : 30 Ul/kg MS céréales

Vitamine A Chien adulte : 5,050 1U/kg MS Huile de poisson, foie, ceuf
Chat adulte 6,667 IU/kg MS

Sélénium Chien adulte : 0.11mg/kg MS Poissons
Chat adulte : 0.1mg/kg MS

Cuivre Chien adulte : 7.3 mg/kg MS Abats, foie de ruminant
Chat adulte : 5 mg/kg MS

Fer Chien adulte : 30 mg/kg MS Foie, rate, poumon
Chat adulte : 80 mg/kg MS

Le tableau ci-dessus montre les apports de certains éléments ayant un réle dans
la balance redox des cellules et nécessaires a des carnivores domestiques adultes.
Ce sont les recommandations en quantité de nutriments contenue dans la matiere
séche de l'aliment. Elles permettent une couverture antioxydante chez I'animal adulte

sain.

Les antioxydants comme la vitamine E, la vitamine C et les caroténoides

(provitamine A) sont apportés par les aliments. Chez les carnivores domestiques,
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plusieurs régimes alimentaires existent : croquettes, patées, BARF (Biologically
Appropriate Raw Food), rations ménagéres... Certains de ces régimes sont déja
équilibrés afin de répondre aux besoins nutritionnels de I'animal. D’autres régimes
comme le BARF (Biologically Appropriate Raw Food), caractérisé par une
alimentation basé sur I'apport d’'os charnus, de viande crue, d’abats, de fruits et de
légumes, sans l'ajout d’aucun additifs, représentent un apport plus faible en
vitamines et minéraux (149, 150). Le chat comme le chien produisent eux-mémes
leur vitamine C en quantité suffisante, contrairement a la vitamine E qui doit étre
apportée par l'alimentation. La vitamine E se trouve dans les huiles végétales, les
céréales, les légumes verts et les polyphénols dans certains fruits. Elle est détruite
par la chaleur, le contact a l'air et 'exposition a la lumiére.

Les principales carences en vitamines retrouvées avec le régime BARF sont les
vitamines liposolubles et notamment la vitamine E. Le sélénium est un oligo-élement,
qui, associé a la vitamine E, est un protecteur antioxydant, il subit un apport

déséquilibré dans les régimes BARF (151).

b. Carences secondaires

Certains auteurs rapportent une carence en vitamines qui pouvant étre en lien
avec la présence de lésions intestinales et d'une diminution de [I'absorption

intestinale de ces anti-oxydants (152).

Les besoins en vitamines et minéraux sont normalement fournis par I'alimentation
si elle est complete et équilibrée. Cependant, le besoin en vitamines differe selon le
stade physiologiqgue d'un animal. Les recommandations nutritionnelles sont
effectivement plus élevées chez les chiots et les chatons que chez les animaux
adultes (148). Avec I'age, comme la masse maigre (tissu métaboliquement actifs)
diminue au profit de la masse grasse, il est logique d’envisager une diminution des
dépenses énergétiques ainsi que des besoins. Néanmoins, dans les faits, les
besoins an antioxydants restent élevés en raison d’une plus faible disponibilité des
nutriments. En effet, une étude faite chez le chat (153), a montré que la digestibilité
des nutriments diminue chez les chats agés a cause des altérations de la fonction du
tractus gastro-intestinal.

Les phénomenes chroniques participent également a la diminution des capacités

antioxydantes. En effet, dans le cas de maladie intestinale chronique par exemple, la
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chronicité de l'inflammation réduit I'efficacité de la défense antioxydante. De plus
'age serait que la cause majeure de la diminution des capacités antioxydantes est
(154) (cf 11LA.4). Il faut également apporter un soin a I'appétence, particulierement
chez le chat qui peut étre difficile dans I'acceptation de certains aliments selon leur

texture et leur saveur (155).

Il est nécessaire d’avoir une bonne gestion nutritionnelle chez les
carnivores domestiques afin de couvrir les besoins de I'organisme. La taille
joue aussi un role, puisque les recommandations nutritionnelles en vitamines
et autres sont calculées par kilogramme de masse corporelle (148). Il faut donc
faire attention a 'augmentation des besoins lors de la croissance, la gestation,

la lactation ou lors d’efforts physiques importants ou lors de maladies.
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B. Stress oxydant dans des maladies chez les

carnivores domestiques

L’atteinte oxydative des biomolécules peut amener au développement de divers
affections. Il existe de nhombreuses maladies liées au stress oxydant en médecine
humaine comme en médecine vétérinaire.

Les maladies ayant un caractere radicalaire chez le chien sont: les
dégénérescences neuronales, certaines maladies cardio-vasculaires, les maladies

cancéreuses, les maladies inflammatoires.

B.1 Maladies cancéreuses

Les dommages les plus graves sont ceux qui affectent l'information génétique.
Comme nous l'avons décrit précédemment, les Iésions oxydantes de ’ADN par les
ERO peuvent engendrer des modifications de I'information génétique conduisant a
des mutations. A terme, ces mutations provoquent 'émergence de cancers. Les
cancers sont des proliférations cellulaires, ayant une croissance et une multiplication

excessives par rapport aux tissus normaux.

Le cancer est la principale cause de mortalité chez les chiens agés parmi
différentes affections (156, 157). Chez les chats, les affections tumorales les plus
frequemment rencontrées sont les lymphomes, les carcinomes épidermoides et les
carcinomes mammaires (tumeurs des glandes mammaires) (158). Chez les chiens,
les affections tumorales les plus fréquentes sont celles de la peau (adénomes), des
glandes mammaires et les lipomes (158). Le taux de cas de cancers augmente avec

'age de I'animal.

Une étude mené par Valko et al. montre I'implication directe du stress oxydant
dans le processus de cancérogenese (159). Il agit sur la survenue de mutations dans
I’ADN, 'amplification de la signalisation et permettre la croissance et la multiplication

cellulaire, ainsi que sur 'inhibition de certains génes suppresseurs de tumeurs.

Une étude menée par Winter et al., a permis d’évaluer le statut antioxydant et les
biomarqueurs du stress oxydant chez des chiens atteints de lymphomes par rapport

aux chiens témoins sains (160). Les résultats montrent une altération de la
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concentration en antioxydant et une augmentation des marqueurs d’oxydation. Dans
des études menées en 2013, il a été montré des taux de MDA significativement plus
hauts chez 80 chiens atteints de différents cancers par rapport a des chiens sains
(Figure 30) (161).

Moyenne de Malondialdéhyde
(Mmol/L)

) Chiens

Carctnorpe Mastocytomes Ostéosarcomes  Autres cliniquement

mammaire {n=15) (n=8) cancers normaux
(n=27) (n=30) (n=101)

Figure 30 : Niveaux moyens de MDA chez les chiens de différents types de cancer et les chiens
cliniquement normaux d’aprés Winter et al. (161).
Les moyennes avec la méme lettre (a ou b) ne sont pas significativement différentes.

Néanmoins cette derniére étude ne permet pas de dire si le stress oxydant

provoque les cancers ou si c’est le contraire.

La signalisation cellulaire nécessite une balance de stress oxydant équilibrée
afin de ne pas conduire a I'apoptose des cellules cancéreuses. C’est pourquoi,
certains médicaments de chimiothérapie sont des oxydants qui ont pour but d’induire
des dommages aux cellules cancéreuses par des mécanismes cytotoxiques (162).
Ces médicaments sont les agents alkylants, les anthracyclines, des dérivés de

podophylline... Mais ces médicaments ont des effets secondaires cytotoxiques sur
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les cellules et les tissus de l'organisme a cause de leur mécanisme d’action pro-

oxydant.

B.2 Maladies neurodégénératives

Tout d’abord, le stress oxydant est impliqué dans des maladies dégénératives.
Les maladies neurodégénératives sont celles qui vont étre les plus facilement
observées a cause de lincapacité de régénération des neurones. L’activité
catabolique et la réparation de I'ADN sont des activités réduites dans les cellules
neuronales. Ainsi, 'accumulation de lésions oxydantes conduit a la mort cellulaire.
Les lésions cellulaires et tissulaires sont irréversibles et ont pour conséquence

I'apparition de maladies neurodégénératives.

Le syndrome de dysfonctionnement cognitif canin est une maladie
neurodégénérative chez le chien. Il touche jusqu’a 23% des chiens agés de 12 a 14
ans. Il se manifeste principalement par une désorientation, une réduction des
interactions sociales, des cycles circadiens altérés, de la malpropreté, de I'anxiété et
des altérations des activités normales. Il résulte de I'accumulation d’oligomeéres A
(Amyloide B) dans le cortex cérébral. Le principal facteur de risque est le
vieillissement avec l'augmentation du stress oxydant. Ce syndrome est considéré
comme l'équivalent de la maladie d’Alzheimer chez 'lHomme dont le point de départ

est 'accumulation de peptides amyloides dans les neurones.

Aucun lien de causalité n’est clairement établi, mais les peptides amyloides
serairent capables de générer des ERO (163, 164). Le laboratoire ayant mené ces
études affirme que le stress oxydant concourt a la progression de la maladie, par la
peroxydation lipidique et I'oxydation de protéines. Les dommages oxydants des
protéines contribuent a la mort neuronale par quatre processus : une diminution du
métabolisme du glucose, une activation mTOR (mammalian Target Of Rapamycin),
une activation d’'un réseau de protéases et des phosphorylations protéiques altérées.
Le mTOR est un contrdleur central de la croissance cellulaire en réponse a des

facteurs de croissance et de nutrition(165). Ce dernier, une fois activé, conduit a
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linhibition de l'autophagie et ainsi a l'accumulation de détritus cellulaires et

d’organelles endommagées, cela conduit alors a la mort neuronale.

B.3 Maladies cardiovasculaires

a. L’insuffisance cardiaque

En ce qui concerne les maladies cardiaques, les plus fréquentes chez le chien
sont la maladie dégénérative de la valve mitrale (MVD) (75 a 80% des cas) (166) et
la cardiomyopathie dilatée (CMD) (167). La MVD est la conséquence d’une
dégénérescence de la valvule avec I'age et donc un défaut d’étanchéité conduisant a
des reflux sanguins a lintérieur du cceur. On retrouve cette maladie plus
frequemment chez les chiens de petite taille et 4gés. La MVD est similaire au
prolapsus de la valve mitrale chez I'humain (168). Lors d’aggravation de ces
maladies, des complications apparaissent. Ces derniéres se manifestent par des
cedémes pulmonaires, conséquence de l'insuffisance cardiaque gauche, une rupture
des cordages tendineux, une rupture de I'atrium gauche... Si aucun traitement n’est
mis en place, cela entraine la mort de I'animal. Chez les chiens de grande taille, c’est

la CMD qui est la plus fréquente.

Des études montrent qu’il N’y a pas de différence dans les biomarqueurs du
stress oxydant entre les chiens atteints de MVD ou CMD. Cela supposerait que les
dommages observés sont le résultat de l'insuffisance cardiaque et pas d’'une des
deux maladies en particulier (169). Mais ce résultat est a prendre avec précaution,
car I'étude n’inclut que vingt chiens. Les travaux de Cesselli ont démontré que
'apoptose des cellules cardiaques résultant d'un stress oxydant précéde la
décompensation ventriculaire et détériore la fonction cardiaque. Ce stress oxydant
provient des maladies précédemment citées et cause la mort cellulaire (170). Dans
cette méme étude, apres l'induction d’'une congestion cardiaque, les fragments de
p53 augmentent, ce sont des fragments libérés lors de Iésions oxydantes de 'ADN,
et il y a également une augmentation de nitrotyrosine (provenant de la
nitroglycosylation donc de I'oxydation des protéines) qui conduisent eux aussi a la

mort cellulaire. Il est mis en évidence une modification des fonctions mitochondriales
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et de la distribution du calcium, ces modifications ménent aussi a une production de
radicaux oxygénés a l'origine des morts cellulaires. De plus, la quantité en enzymes
antioxydantes diminue dans le cceur décompensé (171). L’apoptose concerne les
myocytes en majorité, mais également les fibroblastes et les cellules endothéliales.
Les myocytes interviennent dans la contractibilité, les fibroblastes dans la dilatation
du cceur. L'apoptose des cellules endothéliales a un impact dans I'oxygénation du
ceeur (170).

Nous avons vu précédemment que la xanthine oxydase avait un réle important
dans la production d’espéces réactives de I'oxygene. Or, d’aprés Ekelund et al.,
lactivité de cette enzyme dans le myocarde est quatre fois plus élevée chez les
chiens atteints d’insuffisance cardiaque que chez les chiens sans insuffisance
cardiaque (Figure 31) (172).
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Figure 31 : Activité de la xanthine oxydase dans le myocarde de chiens sains (Normal) et dans celui
de chiens atteints d’une insuffisance cardiaque (IC), d’aprés Ekelund et al. (172)
Les échantillons de myocardes ont été obtenus immédiatement apres 'euthanasie des chiens. Les
extraits ont été incubés avec de la xanthine et un suivi spectrophotométriqgue a permis de quantifier la
production d’acide urique.

Une autre étude réalisée par Zhang et al., a montré I'importance des antioxydants

dans les maladies cardiaques. En effet, 'étude montre qu’un régime pauvre en
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sélénium provoque des dommages mitochondriaux importants, et provoquent une
augmentation significative en ERO qui a terme provoque un dysfonctionnement
cardiaque (173). Par exemple, un chiot diagnostiqué avec une cardiomyopathie a
montré des signes de carence en sélénium-vitamine E et avait une distension du

ventricule gauche (174).

b. L’hypertension

L’hypertension est un trouble provenant de l'interaction entre différents facteurs :
la génétique, I'environnement, I'anatomie, les systémes neuronaux, endocrinien,
humoral et hémodynamique. Récemment, le stress oxydant et I'inflammation sont

cités comme les principaux moteurs dans les mécanismes d’hypertension.

L’expression et I'activation des NOX sont augmentées en cas d’hypertension ce
qui peut étre la cause des lésions des organes cibles de I'hypertension a savoir les
cellules cardiovasculaires et rénales (175). Les ERO sont produits en réponse a la
signalisation cellulaire par I'activation de systtme comme le systéme rénine-
angiotensine, aldostérone, ou suite a l'activation du systéme nerveux sympathique.
Ce systéme détecte une baisse de la pression artérielle au niveau du rein. Ce dernier
libére la rénine dans le sang, il convertit I'angiotensine en angiotensine |. Puis
'angiotensine | est catalysé en angiotensine Il grace a une enzyme de conversion.
Ce systeme permet la libération de l'aldostérone et de la vasopressine afin de
permettre la rétention d’eau dans le secteur vasculaire (176). Tout ceci entraine une
production accrue d’ERO entrainant des dommages, un remodelage vasculaire et
une inflammation. Les Iésions vasculaires vont provoquer une résistance
périphérique accrue et donc une augmentation de la pression artérielle (175),
intensifiees avec I'adge. En effet, avec I'age il y a une augmentation du stress

oxydant, des signaux anormaux et une capacité antioxydante décroissante (177).

85



B.4 Troubles ostéo-articulaires

L’arthrose est un processus qui se développe au sein des articulations de
maniére progressive et irréversible. Elle est la résultante d’un déséquilibre de
’homéostasie du cartilage, avec une prédominance du catabolisme. Les symptdmes
sont principalement la douleur. Chez le chat, I'expression de la douleur différe de
celle du chien (178). Tandis que le chien présentera de la boiterie, de la raideur, des
anomalies de la démarche, c’est la diminution d’activité qui prédominera chez le chat,

avec un « chat qui dort beaucoup » selon les propriétaires (179, 180).

L’arthrose peut étre primaire a cause d’'une modification des propriétés de la
matrice cartilagineuse, qui influence secondairement les propriétés mécaniques du
cartilage. Les origines peuvent étre auto-immunes, inflammatoires, métaboliques et
génétiques... L’arthrose peut étre secondaire lorsque les forces mécaniques
appliquées sur le cartilage sont anormales. Cette derniere est la plus fréquemment
retrouvée chez le chien adulte que chez le chat. Elle est le plus souvent due a des
affections articulaires (dysplasie, luxation rotulienne...), des traumatismes répétés ou

une surcharge pondérale (181).

Les chondrocytes sont les cellules constituantes du cartilage. Ils vivent dans un
environnement avasculaire et avec un faible apport en dioxygene. Leur métabolisme
est donc adapté a ces conditions. Leur fonctionnement métabolique est permis par le

liquide synovial et son apport en énergie et dioxygene.

Une étude réalisée in vitro a mis en évidence le phénoméne et le role de la
production d’ERO par les chondrocytes (179) dans la dégradation de la matrice
cartilagineuse. En effet, les chondrocytes sont activés par les stimulations
mécaniques et par des médiateurs de I'inflammation synoviale et synthétisent a leur
tours des médiateurs de linflammation et des métalloprotéases. L’utilisation
d’enzymes antioxydante comme la catalase et la superoxyde dismutase n’a pas eu
d'impact sur les dommages de la matrice cartilagineuse. A l'inverse, I'utilisation de la
vitamine E, a des concentrations physiologiques, a permis de diminuer les
dommages engendrés a la matrice. Ces résultats montrent l'implication d’un
processus de peroxydation lipidique dans le mécanisme de dégradation de la matrice

(179). Au cours du processus inflammatoire, des ERO sont formées. Les ERO sont
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largement impliqués dans la pathogénie de ce processus dégénératif. Une autre
étude a démontré que l'injection intra-articulaire d’un inhibiteur de NOS (Oxyde
Nitrigue Synthase) a réduit I'érosion du cartilage, prouvant son implication dans cette
derniéere (182).

La matrice cartilagineuse est composée de protéoglycanes et de collagénes qui
sont des protéines pouvant subir des modifications par oxydation (changements
structuraux, des activités biologiques altérées) pouvant provoquer la mort cellulaire.
La libération de contenu cellulaire dans larticulation contribue a l'entretien de

'inflammation synoviale et a la formation d’un cercle vicieux (183).

Bilan : Ces maladies montrent I'importance du stress oxydant dans la
survenue et I’entretien des mécanismes nocifs pour lorganisme. La vie de
I’animal est altérée et ces maladies peuvent conduire a la mort prématurée de
lanimal. Le stress oxydant peut intervenir avant la maladie mais aussi
pendant, entrainant un véritable cercle vicieux. Ainsi, il est important de
diagnostiquer I'apparition de ce stress oxydant et de fournir a I'animal des

moyens de prévention et de défense antioxydante.
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C. Mesurer et lutter contre le stress oxydant chez les

carnivores domestiques

Il serait intéressant de pouvoir mesurer et évaluer le stress oxydant afin d’évaluer
son implication et de prévenir les maladies. Les mesures permettent également
d’évaluer l'efficacité des schémas thérapeutiques ou préventifs mis en place.

L’évaluation du stress oxydant inclut la mesure des produits des réactions
d’oxydations, la mesure des ERO et la quantification d’antioxydants endogénes. Ces

marqueurs sont aujourd’hui considérés comme des marqueurs de stress oxydant.

C.1 Mise en évidence du stress oxydant

Le stress oxydant peut étre mis en évidence par détermination dans différents

fluides biologiques, le sang et les urines :
- des radicaux libres ;
- des systemes antioxydants (enzymatiques et non enzymatiques) ;

- indirectement, par les Iésions cellulaires induites par les radicaux libres.

a. Détermination des radicaux libres

L’instabilité et la durée de vie trés bréve des radicaux libres rendent leur dosage
quantitatif direct quasiment impossible. Néanmoins, il existe des techniques de
spectroscopie de résonnance paramagnétique é€lectronique qui détectent les
électrons non-appariés (RPE). Comme la durée de vie des ERO est extrémement
courte pour les radicaux ‘OH et les anions superoxyde O2"", une réaction de « spin
trapping » peut étre mise en place afin d’augmenter leur durée de vie (91). C'est une
réaction d’addition entre un radical et un autre élément afin de produire un radical
libre plus stable, mais ces techniques ne se font que dans des laboratoires

hautement spécialisés.
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b. Les antioxydants :

Le mesure des antioxydants dans le sang ou dans les tissus peut étre utilisée
comme un indicateur de stress oxydant mais il est important d’avoir une valeur seuil
et de s’assurer de l'apport de I'alimentation en paralléle. Les méthodes les plus
utilisées sont des méthodes spectrophotométriques et chromatographiques pour la
mesure des activités enzymatiques (91).

Il est possible de mesurer I'activité de plusieurs enzymes dans le plasma ou le
sérum : SOD, Glutathion peroxydase, Glutathion reductase et Catalase. En ce qui
concerne les antioxydants non enzymatiques, il est possible de mesurer certains
antioxydants lipophiles (a-tocopherol, B-carotene, ubiquinol) et hydrophiles (acide
ascorbique, glutathion) (102). Il est possible de mesurer le glutathion ainsi que le
ratio glutathion oxydé sur glutathion réduit, bien que cette derniere technique soit
moins fiable car il est possible que le glutathion soit spontanément oxydé ex-vivo.

Cependant beaucoup de substances jouent un role antioxydant et interagissent
les uns envers les autres et la mesure d’un unique anti-oxydant serait une erreur. Il
serait nécessaire d’évaluer plusieurs anti-oxydants afin d’étre fiable, ce qui implique

un codt plus éleve.

c. Produits de dégradations

Les autres marqueurs proposés sont le résultat des dommages des attaques
radicalaires tels que les peroxydes lipidiques ; on peut citer le malondialdéhyde, les
isoprostanes, la 8-oxo-guanine et le thymine glycol pour 'ADN, et des produits variés
pour I'oxydation des protéines incluant les composés carbonylés, I'hydroxyleucine,

I'hydroxyvaline, et la nitrotyrosine (160, 184, 185).

I.  Marqueurs issus de I'oxydation des lipides

Les lipides sont les substrats les plus attaqués par les ERO. Ainsi la peroxydation
lipidique est un bon marqueur de stress oxydant. Les marqueurs qui peuvent étre
mesurés sont le malondialdéhyde (Figure 32), les dienes conjugués, les alcanes a
chaine courte, ce sont les produits de terminaisons. L’évaluation du malondialdéhyde

est le test le plus utilisé et est fondé sur la réactivité avec I'acide thiobarbiturique. Le
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probleme est que le malondialdéhyde n’est pas un produit spécifique de la

peroxydation lipidique.
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Figure 32 : Formation du malondialdéhyde aprés l'attaque d'un acide gras polyinsaturé par un radical
oxygéné d’apres Lankin et al. (184).

Les isoprostanes (Figure 33) sont définis comme les marqueurs les plus
accessibles du stress oxydant et de la peroxydation lipidique in vivo. lls sont formés
lors de I'attaque de I'acide arachidonique des membranes cellulaires par les ERO et
sont donc de bons marqueurs de peroxydation lipidique (185). Ce sont des
molécules chimiquement stables et produits en quantité abondante lors de stress
oxydant. Des études ont montré une corrélation entre la concentration en F2-
isoprostane et les dommages tissulaires chez les animaux. La mesure F2-
isoprostane présente de nombreux avantages: ce composé est chimiquement
stable, résulte spécifiguement de la peroxydation lipidique et il est détectable dans
une variété de tissus et fluides biologiques(186). Une corrélation significative entre sa
concentration et les dommages tissulaires a été observé. De plus, ce marqueur n’est

pas influencé par I'alimentation (185).
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Figure 33 : Mécanisme de formation des isoprostanes a partir de I'acide arachidoniqued’apres
Weinberger et al. (187)

ii.  Marqueurs issus de I'oxydation des protéines

En ce qui concerne les marqueurs de 'oxydation des protéines et des acides
aminés, les méthodes de mesures sont des méthodes spectrophotométriques a 370
nm. Elles permettent de mesurer l'ensemble des composés carbonylés et
dicarbonylés provenant de l'oxydation des protéines et des chaines latérales de
certains acides aminés. Pour la mesure sur plasma ou sérum, il est nécessaire
d’avoir des quantités importantes de protéines pour étre fiable (supérieure a 10 mg
de protéines). La methode ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) a été

ensuite proposée et nécessite de plus faibles quantités de protéines (60ug de
protéines).
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lii.  Marqueurs issus de I'oxydation de 'ADN

La mesure de l'action des ERO sur 'ADN est faite grace a leur action sur la
guanine et consiste en la mesure du produit 8-OH-2’-deoxyguanosine. Ce dernier est
utilisé en médecine humaine comme biomarqueur afin de mesurer les dommages
endogénes a '’ADN et comme facteur de risque pour de nombreuses maladies. Les
méthodes d’analyses quantitatives utilisées sont la chromatographie liquide haute
performance avec détection électrochimique, la chromatographie en phase gazeuse
et spectrométrie de masse.

Bilan : Il est intéressant de mesurer ces marqueurs dans des cadres
préventifs afin d’évaluer le statut pro-oxydant et antioxydant de I’animal, dans
des cadres curatifs afin d’évaluer I'efficacité des traitements, ou au cours du

suivi de maladies ou le stress oxydant aurait une implication.

C.2 Prévenir le stress oxydant

Afin de prévenir la survenue d'un stress oxydant et ses dommages, les
possibilités seraient de diminuer la production d’ERO, d’augmenter la quantité

d’antioxydants, ou piéger ces derniers.

Tout d’abord, il est nécessaire d’avoir un contréle de I'ingéré calorique car cela
diminuerait la consommation du corps en dioxygene et donc diminuerait les risques

de formation de radicaux libres (146).

Par ailleurs, l'organisme a besoin d’antioxydants qui soient aussi bien
hydrosolubles afin de pouvoir atteindre les fluides extracellulaires et les milieux
intracellulaires, que des antioxydants liposolubles qui agissent dans les membranes

et des organites intracellulaires.

Des études ont permis de retenir un complexe antioxydant optimal chez le chien
qui serait la vitamine E, la vitamine C, le béta caroténe, la superoxyde dismutase et
les polyphénols (188). Dans 'alimentation du chien, les légumes tels que la carotte et

le potiron peuvent étre des sources de bétacaroténe. La vitamine E se trouve dans

92



les huiles végétales, les céréales, les légumes verts et les polyphénols dans certains
fruits. Elle est détruite par la chaleur, le contact a I'air et 'exposition a la lumiére. On
la trouve en quantité importante dans les légumes verts et les fruits frais, surtout les
agrumes (citron, orange, pamplemousse...), mais il est nécessaire d’ajouter des

additifs nutritionnels afin de couvrir les besoins en vitamines et oligoéléments.

Des études récentes (189), menées sur des chiens policiers, exposés a des
exercices intenses, ont montré les effets bénéfiques d’'une supplémentation en
aliments riches en lipides comme l'acide docosahexaénoique et [Iacide
eicosapentaénoique. Dans ces études, une réduction significative des marqueurs de

peroxydations lipidiques a été obtenue.

Comme nous l'avons vu précédemment, la vitamine E est un important
chélateur de radicaux libres membranaires. Sa supplémentation améne a de
nombreux bénéfice sur la santé des carnivores domestiques (190, 191). Elle est
régénérée grace a la vitamine C, qui est I'antioxydant hydrosoluble le plus abondant
et qui est capable de détruire de nombreux radicaux libres (peroxydes, thiols,
hydroxyles etc...). Néanmoins cette vitamine peut se transformer en substance pro-
oxydante en présence de métaux de transitions sous forme libre (fer, cuivre) (192).
Le chien et le chat sont capables de synthétiser eux-mémes la vitamine C (148),
mais il est possible également de supplémenter les carnivores domestiques en
faisant attention aux risques de réduction de pH urinaire et ainsi de formation
d’urolithe, notamment chez le chat (193).

En ce qui concerne les enzymes, elles sont difficiles & valoriser
nutritionnellement chez le chien. En effet, ce dernier ayant un pH gastrique bas,
'enzyme peut étre détruite. Néanmoins, il a été mis en place une SOD protégée par
des gliadines dans le melon qui peut survive a I'acidité gastrique du chien (188, 194),
qui serait donc tres intéressante a utiliser en pratique. De plus, lors d’entrainements
réguliers, les activités physiques favorisent l'activité des enzymes antioxydantes

dans les muscles exercés (195, 196).

Toutes ces complémentations, en synergie, permettent a I’animal d’avoir

un meilleur statut antioxydant de I’organisme.
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C.3 Réduire le stress oxydant

Le stress oxydant est complexe, il N’y a pas d’agent unique qui pourrait améliorer
le stress oxydant. Aprés l'avoir identifié, le stress oxydant peut étre réduit, pour cela

trois points peuvent étre ciblés. lls sont les mémes que ceux ciblés par le préventif.

Comme dans le cadre des mesures préventives, la vitamine C peut étre
proposée. Néanmoins comme cela a été dit son apport doit rester limité (cf. supra).
Elle se révele bénéfique pour les maladies des arteres coronaires, et les maladies
endothéliales (197). Il faut néanmoins faire attention a son action pro-oxydante dans

les moments ou il y a un taux élevé de métaux libres.

Certaines molécules ont le potentiel de bloquer la formation d’ERO. Ces
molécules sont Le N-acetylcysteine, le S-Adenosylmethionine et I'allopurinol. Le N-
acetylcysteine (NAC) permet d’apporter les cystéines nécessaires afin que la
production de glutathion ne soit pas limitée. Il est aussi un bon capteur de radicaux
hydroxyles et d’acide hypochlorique. Un traitement a base d’N-acetylcysteine protége
des dégats provoqués par des endotoxines (198), des radiations (199), et des dégats
de gaz toxiques sur les poumons (200). Cette molécule possede aussi un role
cardioprotecteur dans le syndrome d’ischémie-reperfusion. Le S-Adenosylmethionine
(SAM) est un donneur essentiel de méthyle dans les réactions de méthylation,
d’amino-propylation et de transsulfuration. Il aide ainsi a la génération de cystéine.
Ainsi SAM et NAC peuvent étre utiles pour le traitement d’animaux avec des
maladies inflammatoires aussi bien que ceux avec un stress oxydant (201).
L’allopurinol est un inhibiteur de la xanthine oxydase. C’est également un piégeur
d’ion fer mais ce dernier étant central dans beaucoup de processus biologiques,
l'allopurinol aurait des effets potentiellement toxiques. Il agit également comme
piégeur de radicaux hydroxyles, il inhibe I'agrégation plaquettaire et augmente la
vasodilatation. Chez le chat, lors d’ischémie reperfusion expérimentalement induite, il
intervient dans l'atténuation de linfiltration neutrophilique et dans la diminution de la

perméabilité microvasculaire (202).

Des études faites sur des chiens castrés ont montré qu’un traitement a base
de mélatonine augmenterait I'activité antioxydante par son rdle de capteurs des

radicaux (cf. paragraphe sur les mécanismes de contrdles) et diminuerait la quantités
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de produits d’'oxydation sans effets indésirables sur les enzymes hépatiques et sur la
fonction rénale (203). L’effet protecteur d’autres substances antioxydantes, capteurs
de radicaux, a été évalué dans des cultures de cellules endothéliales aortiques de
chiens, soumises a l'action de peroxyde d’hydrogéne. Ces études ont montré les
effets de la taurine et de L-carnitine ainsi que des isoflavones comme piégeurs de
radicaux libres (204).

C.4 Mesurer en pratique

Des laboratoires vétérinaires mettent aujourd’hui a disposition des analyses
afin de mesurer le stress oxydant. Mais ces laboratoires et ces techniques sont rares
et trés peu développées dans le milieu vétérinaire. L’étude et I'exploration du stress
oxydant chez les carnivores domestiques sont encore négligées. Néanmoins,
certains laboratoires proposent des mesures de ce stress oxydant par différents
moyens. lls séparent la mesure des pro-oxydants des anti-oxydants. Ces mesures
sont basées sur des tests validés pour I'espéces canine (205). Ces tests sont des
mesures spectrophotométriques sur plasma hépariné, qui utilisent la réaction de
Fenton et sur le pouvoir oxydant des dérivés mesurés. Les différentes analyses
proposées en laboratoire sont :

- Le test d-ROM (Métabolites Réactifs de 'Oxygéne) qui permet la mesure dans
le sérum ou le plasma des métabolites de I'oxygénes générés par I'oxydation
des biomolécules. Ce test permet d’identifier les risques chez les sujets
exposés a des facteurs de risques, des maladies ou des traitements.

- Le test OXY-Adsorbent mesure la capacité antioxydante du plasma lors de
son exposition a un exces d’acide hypochlorique. Il permet d’évaluer I'état des
défenses antioxydantes et/ou [lefficacité de traitements antioxydants
spécifiques.

- Le test BAP (Biological Antioxydant Potential) mesure la capacité du sang a
réduire Fe Ill en Fe I, il fournit une mesure du pouvoir réducteur antioxydant

du fer. Il a le méme rble que le test précede.
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La conservation des échantillons destinés au test d-ROM doit se faire a -20°C au
minimum. Cependant, le test BAP n’a pas montré de différence entre les échantillons

frais, refroidis ou congelés (205).

D’autres tests mis sur le marché par d’autres laboratoires permettent d’évaluer le
pouvoir anti-oxydant du sang. lls sont également basés sur des analyses
photométriques réalisé sur du plasma ou du sérum hépariné afin de déterminer la

concentration en marqueurs du stress oxydant (206).

Néanmoins le probléme majeur de ces techniques reste la connaissance et le
co(t des analyses pour les propriétaires des animaux en pratique clinique. Les autres
problémes sont la conservation des échantillons ainsi que leur transport, les analyses
doivent étre réalisées le plus vite possible afin d’étre fiables. Ceci, ainsi que le
mangue de connaissance sur le sujet du stress oxydant, rendent ces techniques

actuellement peu utilisées et peu développées en médecine vétérinaire.
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Conclusion

Le dioxygéne est un gaz indispensable a la vie humaine et animale. Mais c’est
également un puissant oxydant. Lors de son utilisation par I'organisme, les espéces
réactives de I'oxygéne sont formées et sont, elles aussi, de puissants oxydants. Elles
ont la capacité d’induire 'oxydation des biomolécules et d’en modifier leurs fonctions.
Un contr6le de la production de ces especes est nécessaire au maintien de
'homéostasie de la cellule. C’est pourquoi il existe des systémes antioxydants
enzymatiques et non enzymatiques, endogenes et exogenes, qui sont capables de

lutter contre un exces de radicaux.

Le stress oxydant se produit lors de la rupture de I'équilibre entre les capacités
antioxydantes et la formation des prooxydants. Le stress oxydant a longtemps été
considéré comme nocif et associés a de nombreuses maladies. Néanmoins ce stress
oxydant participe et est nécessaire a de nombreuses fonctions physiologiques. En
effet, le stress oxydant est nécessaire dans la transmission de signaux cellulaires,
lors de processus inflammatoires... La vieillesse est un processus ou le stress
oxydant possede une place majeure car la senescence est a la fois le résultat de
laccumulation d’ERO et de la diminution des capacités antioxydantes de

'organisme.

Néanmoins, un stress oxydant qui perdure contribue a I'émergence de
maladies. A I'heure actuelle, tous les mécanismes précis ne sont pas connus
précisément. Cependant, il est clairement établi que les ERO sont associées a la
perte de fonction des protéines, a une dégradation des constituants cellulaires, a
I'induction de l'apoptose cellulaire et a I'émergence de mutations génétiques. A
I'échelle de l'organisme, le stress oxydant favorise la dégradation et la perte de

fonction des tissus.

Il est compliqué d’intégrer la mesure du stress oxydant en routine en
médecine vétérinaire. D’'une part, le manque majeur de formation a ce sujet est un
probleme. Le stress oxydant est négligé dans la formation vétérinaire dés I'école et
par la suite, dans la pratique cliniqgue. De plus, il n'est pas toujours facile d’avoir
acces au stress oxydant. Les produits oxydés et les antioxydants sont nombreux, et
pas tous facilement accessibles. D’autre part, cela nécessite des équipements de

mesures specifiques et un colt éleve.
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Néanmoins avoir accés au stress oxydant pourrait permettre une bonne
approche préventive et thérapeutigue afin de réduire I'impact des ERO et des
radicaux dans des affections rencontrées chez nos carnivores domestiques comme
les inflammations chroniques ou les cancers. Il existe des méthodes de
supplémentations nutritionnelles qui sont peu onéreuses et qui permettraient dans un
premier temps d’avoir une approche préventive des maladies chez nos carnivores

domestiques.
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Annexe 1 : Schéma de la production d’ERO au sein de la cellule eucaryote.

P e e e e e e e e

dodbodidbobibosdisiobbiisbitisbbisbotidis)s

alle|njjeoenxe

leubis

anbjwse|dopus wn|noney o
o
| Iy A
TR
1 1
/“ ’ 1
_ I
! MUY
| HX 1
1 HOX NINL/AV “
1
1 +ddVN 1
p— — — I NO 1
1 - 1
_ mEom>xo._mn_|_ I 0] HJAVN 1
L IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
0% + OH == mememm=-m---- -
20 +dvN
.20 +H HAVN

°O°H

anbun apioy

aulyjuexodAH



Légende de I'annexe 1 :

NOX: NADPH Oxydase; NAD(P)H, H* : Nicotinamide Adénine Dinucléotide
(Phosphate) réduit; NAD(P)* : Nicotinamide Adénine Dinucléotide (Phosphate)
oxydé ; RAC : petite protéine G (appartenant a la superfamille des GTPases) ; Oz :
Dioxygene ; O2® ~: anion superoxyde ; P4, P67 et P40 : protéines cytosoliques
régulatrices de NOX ; SH2= Substrat réduit; S = substrat oxydé ; XOR : Xanthine
oxydo-reductase; FAD: Flavine Adénine Dinucléotide; FMN: Flavine
Mononucléotide ; XH = xénobiotique réduit ; XOH : xénobiotique oxydé ; H20 : eau ;;
FADH: : Flavine Adénine Dinucléotide réduite ; FAD : Flavine Adénine Dinucléotide
oxydée ; Co Q: Coenzyme Q; Cyt C: Cytochrome C; H202: Peroxyde
d’hydrogéne
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Annexe 2 : Tableau des principaux ligands responsables de la production d’ERO,
leurs sources et leurs effets sur la cellule d’aprés Delattre et al. (1)

Ligand ERO Source(s) Cellule ou | Effets fonctionnels (ou
enzymatique(s) lieu pathologiques)
Récepteurs des cytokines
TNF-a 02, NADPH oxydase Fibroblastes Inconnu
H202
(o7 Inconnu Cellules Inconnu
endothéliales
0O, NADPH oxydase Cellules MCP-1, CFSs-1
mésangiales | expression
H.0: Flavoprotéine Chondrocytes | Prolifération
oxydase
Non Mitochondrie Fibrosarcome | Activation NF-kB
spécifié induction IL6
Cytotoxicité
Non Inconnu Cellules  de | HSP27 phosphorylation
spécifié tumeur
mammaire
IL1 0O, Flavoenzyme Fibroblaste Inconnu
H-0>
(P Inconnu Cellules
endothéliales
02 Inconnu Myocyte de
chien
IFN-Y (P Inconnu Cellules Inconnu
endothéliales
H202 Cyclooxygénase Hépatocytes | Action antibactérienne
Récepteurs tyrosines-kinases
PDGF H20> Inconnu Cellules Croissance cellulaire
BALB/3T3
H202 Flavoprotéine Cellule muscle | Mitogénese, activation
oxydase lisse MAPK
0O, Inconnu Cellule N1H/3T3 | Expression
NOS/Libération PGE:
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Oy Flavoenzyme Cellule muscle | Induction NF-KB
lisse dépendant de MCP-1
EGF H.0: Inconnu Carcinome Phosphorylation
epidermoide tyrosine,  croissance
cellulaire
Non Inconnu Cellule de la | Activation JNK
spécifié lignée HaCaT
H202 Inconnu Hépatocyte Carcinogenese
Non Flavoprotéine Kératinocyte PLA>, activation
spécifié | oxydase humain MAPK
02 Lipooxygénase PCI2 Croissance cellulaire
H20- Inconnu Cellules Metastarisation
mammaires de
rat
H.0> Inconnu Cellules de | Activation p70S%
I'épiderme murin
H20- Inconnu Cellules Auto-induction HB-
muscles lisses EGF
FGF-2 0O~ Inconnu Fibroblaste du | Mitogénése
poumon
IGF-1 H.0, Suppression des | 3T3 L1- | Différentiation
EAO préadipocytes adipocyte
HGF H20, Inconnu Cellules Apoptose
sarcomes
Récepteur Serine/Thréonine kinases
TGF-B1 H.0, Inconnu Ostéoblastes de | Augmentation de
souris linhibition,  induction
erg-1
H20:> Inconnu Cellules Augmentation de
endothéliales linhibition
H.0, Suppression des | Hépatocytes du | Augmentation de
EAO rat l'inhibition
H.0, NADH oxydase Fibroblastes du | Inconnu
poumon
H.O» Inconnu Hépatocytes Apoptose
H.0; Suppression des | Cellules Apoptose
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EAO pancréatique
béta
H.0: Inconnu Cellules Procollagéne al(l),
hépatiques induction TGF-

Récepteurs couplés aux protéines G

Angiotensine I O, NADPH oxydase | Cellules muscle | Hypertrophie
H.O» p22phox lisse cellulaire,  Activation
de p38
02" Inconnu Cellules p27-kpl, cellules
tubulaires hypertrophiées
proximales
02 Flavoproteine Cellules Cellules
oxydase mésangiales hypertrophiées
H.0: Oxydase- Cellule muscle | Prolifération/hypertrop
phospholipase D lisse hie
Serotonine 0Oz NADPH oxydase Cellules muscle | Activation
lisse ERK/prolifération
OH' 5-HT  transporteur | Tissu de rat Depletion de 5-HT
dépendant
Bradykinine O, Cyclo-oxygénase Cellules Inconnu
H20- endothéliales
(ol Inconnu, Ca?" | Kératinocytes Inconnu
dépendant humains
Thrombine Oy, Enzyme NADPH-like | Cellules Inconnu
H->0- endothéliales
Oy, NADPH oxydase, | Cellule muscle | Croissance cellulaire,
H20; p47Phox lisse activation p38
Endothéline H.0, Inconnu Cardiomyocytes | Induction de c-Fos

Récepteurs couplés a des canaux ioniques

Glutamate H20: Inconnu Inconnu
Oy~ Mitochondrie, Zn?' | Neurones Inconnu

dépendant
Acétylcholine H.0, Mitochondrie Cardiomyocytes | Inconnu
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Etude bibliographique du stress oxydant et de son implication en pathologie des carnivores

domestiques.

Valérie Payet, 26 octobre 2023

Résumé :

L’'oxygeéne est un gaz indispensable a la vie des organismes aérobies. Néanmoins, son potentiel
oxydant fait de lui une molécule qui peut étre nocive pour les molécules organiques autour de lui. Les
especes réactives de I'oxygéne (ERO) sont formées par de nombreux systémes au sein de la cellule
et interagissent par la suite avec les lipides, les protéines et ’ADN. Bien que ces ERO participent a de
nombreuses fonctions physiologiques, elles sont également a 'origine de Iésions tissulaires. Afin de
lutter contre ces ERO, de nombreux systémes antioxydants existent mais peuvent parfois étre
dépassés. L’apparition d’'un stress oxydant se fait lorsqu’'un déséquilibre a lieu entre ces systémes de
défense et la production de pro-oxydant. Les conséquences d’'un stress oxydant sont multiples. Les
études chez les carnivores domestiques ne sont pas nombreuses comparées a celles faites chez les
humains. Néanmoins, il semblerait que le stress oxydant ait des implications dans des maladies
dégénératives, inflammatoires et cancéreuses. Des progrés ont été effectués dans la mesure du
stress oxydant mais, elle nécessite des méthodes onéreuses, non appliquées en routine en médecine
vétérinaire. Ce travail de synthése bibliographique met en lumiére les mécanismes de formation du

stress oxydant et son implication dans des maladies des carnivores domestiques.

Mots clés : Stress oxydant, radicaux, espéces réactives, antioxydant, affections, biomolécules,

carnivores domestiques, oxygéne, maladies, mesure.

Summary :

Oxygen is an essential gas for aerobic organisms. Nevertheless, its oxidizing potential makes it a
molecule that can be harmful to the organic molecules around. Reactive oxygen species (ROS) are
formed by many systems in cell and subsequently interact with lipids, proteins and DNA. Although
these ROS are involved in many physiological functions, they are also responsible for tissue damage.
To fight these ROS, numerous antioxidant systems exist, but can sometimes be overwhelmed.
Oxidative stress occurs when there is an imbalance between these defense systems and the
production of pro-oxidants. The consequences of oxidative stress are manifold. Studies on domestic
carnivores are few compared with those on humans. Nevertheless, it would appear that oxidative
stress has implications for degenerative, inflammatory and cancerous diseases. Progress has been
made in measuring oxidative stress, but this requires expensive methods that are not routinely applied
in veterinary medicine. This review of the literature sheds light on the mechanisms of oxidative stress

formation and its involvement in diseases of domestic carnivores.

Keywords : Oxidative stress, radicals, reactive species, antioxidant, diseases, biomolecules, domestic

carnivores, oxygen, diseases, measurement.
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