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Introduction générale

La vie a la surface de la Terre s’est développée dans une atmosphere riche en O,. A
partir de cette molécule, diverses adaptations ont permis aux étres vivants de réaliser
I’oxydation de composés biologiques, point de départ du métabolisme énergétique. Certaines
réactions physiologiques peuvent aussi conduire a I’activation de I’0O, et a la formation
d’espéces oxygenées réactives (EOR). Ces EOR présentent une ambivalence, elles sont
essentielles pour le fonctionnement cellulaire en particulier dans des processus de transduction
de signal, cependant elles peuvent avoir des effets néfastes sur les cellules. En effet, leur exces
peut conduire a des perturbations graves par des modifications de nombreuses structures
cellulaires comme les membranes et ’ADN (Chabory E., 2009).

Par ailleurs, les cellules ont développé des systémes de défenses pour métaboliser les
especes oxydantes et ainsi limiter les dégéts qu’elles provoquent. Ces systemes antioxydants
protegent les constituants cellulaires des agressions radicalaires en interagissant directement
avec ces radicaux ou indirectement en produisant des peptides comme le glutathion (Nzengue
Y., 2008).

Le glutathion (GSH) est un tripeptide naturel qui protege les cellules, les tissus et les
organes contre différentes pathologies. En effet, la faible concentration de glutathion dans les
cellules est associée a de nombreuses maladies dégénératives incluant la maladie de Parkinson,
d’Alzheimer et le SIDA, pour ne citer que les plus connues, mais auss au vieillissement en
général. La modulation du taux de glutathion des cellules saines et cancéreuses pourrait de
méme étre liée a |’ apparition de cancer et au phénomene de résistance des cellules cancéreuses.
Le glutathion intervient dans I’organisme a différents niveaux : c’est un agent antioxydant, mais
aussi un agent de détoxication. Il joue donc un role essentiel, c’est pourquoi |e nombre d’études
dont il fait I’objet se multiplie (Chenot E., 2008).

Glutathion ne fait pas encore partie du langage courant. Méme les médecins en ayant
entendu parler n'en ont qu'une vague idée. Mais nous savons que dici quelques années, tous
parleront de cette substance vitale. Il fut un temps ou des mots comme « cholestérol » et «
vitamines » n'étaient connus et compris seulement que par les scientifiques, mais de nos jours,
tous en ont entendu parler. Maintenant c'est le tour du glutathion.

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés a étudier le glutathion, substance vitale
puissant contre les toxiques et qui est tres important pour la santé de notre corps. Ce travail
nécessite une étude sur les stress oxydative et leurs conséquences.



Notre travail sera répartit en deux chapitre: La premiere chapitre est consacré sur le
stress oxydant, en particulier la notion d’especes oxygénées réactives, Nous avons ensuite
abordé au second chapitre la définition du glutathion et leur métabolisme dans I’ organisme puis

leurs principaux roles.



Chapitre I
Le stress oxydant



|.1. Définition

Le stress oxydant est définit comme un état tissulaire particulier qui désharmonies
I’homéostasie de nos cellules (charles et al ., 2005). Dans les systémes biologiques, le stress
oxydant est la conséguence d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres et leur
destruction par des systemes de défense anti-oxydant (Soares A., 2005). C’est a dire un
déséquilibre de la balance oxydants-antioxydants en faveur des oxydants, il se développe
lorsque les radicaux libres des molécules oxydants, sont produits plus rapidement qu’ils ne
peuvent étre neutralisés par I’organisme (Rioux C., 2009). Ce déséquilibre peut avoir une
origine exogene : toxine, molécule oxydante comme I’Oz, ou une origine endogene telle que des
dysfonctionnements des certaines sources de production ou des systemes d’élimination des ROS
(Servais S., 2004). Ce déséquilibre entre les systémes de défense et de production des radicaux
libres entraine des lésions biochimiques au niveau des cellules de I’organisme du fait de leurs
conseéquences sur le plan moléculaire, telles que les altérations au niveau des protéines,
I”apparition de cassures au niveau de I’ADN, ou des atteintes de I’intégrité de la membrane

cellulaire par I’induction de la peroxydation lipidique (Bouldjadj R., 2009).

ANTIOXYDANTS
50D, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, "NO
Caroténoioes

OXYDANTS
0:=, OH=, '0;, H20;
"NO, ONOD

HOCL
LOO®, LOOH

Figure 1: Déséquilibre du statut pro/ antioxydant favorisant I’état de stress
oxydant (Bouldjadj R., 2009).

|.2. Les radicaux libres

Un radical libre est défini comme une molécule possédant un ou plusieurs électrons
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libre. Le plus souvent I’éectron non apparié se trouve sur |’orbitale externe de la molécule. Cet
électron libre larend tres réactive. Parmi les composés qui répondent a cette définition, citons:
I’atome d’hydrogene, les ions métalliques de transition, les molécules dérivées de I’oxygene et
I’oxyde nitrique. Les principaux radicaux libres dérivent de la molécule d’oxygene par addition
successive d’un électron (BorgJ et Reeber A., 2008).

L’oxygene est indispensable a la vie des animaux, des plantes et de certains
microorganismes vivants en agérobie. En effet, il est essentiel pour la production d’énergie
sous forme d’ATP qui est réalisée par des mecanismes d’oxydoréduction, c’est a dire de
transfert d’un ou plusieurs éectrons d’une molécule a I’autre. Lors de ces différentes
réactions, |I’accepteur final d’éectrons est 1’oxygéne. Lorsqu’un nombre impair d’électrons
est transféré sur celui-ci, il est transformé en dérivés de I’ oxygéne appel és radicaux libres. On
les appelle ERO (especes réactives de I’ oxygene) ou ROS (reactive oxygen species) ( Chabory
E., 2009).

I.3. Lesdifférentsdérivésréactifs del’oxygéene
1.3.1. Lesdérivésnon radicalaires
Ils ne possédent pas d’électrons non appariés mais sont des précurseurs des radicaux

libres et sont aussi réactifs que ceux-ci (Belkheiri N., 2010).

L ’oxygéne sinqulet 'O,

L’oxygéne fondamental (celui que nous respirons) possede 2 éectrons célibataires a spins
paralleles. Sous I’impact d’un photon il peut se transformer en oxygéne singulet (forme excitée
de I’oxygéne moléculaire). 1l accouple ses 2 éectrons célibataires qui se retrouvent dans la
méme case quantique avec des spins anti-paralléles. Cette molécule est instable. Elle est
produite principalement par photosensibilisation (risque cutané) (Borg J et Reeber A., 2008).
L e peroxyde d’hydrogene H,0,

Ce n’est pas un radical libre a proprement parler mais une molécule car tous ses
électrons périphériques sont appariés Il se forme par dismutation de I’anion superoxyde O,"
sous I’action d’une enzyme : la superoxyde dismutase (SOD) (Belkheiri N., 2010).

20,° + 2H" — H,0, + O,

En présence de métaux de transition (fer et cuivre), I’H,O, donne naissance via la

réaction de Fenton a un radical hydroxyle HO™ hautement réactif (Bouldjadj R., 2009).



H,0, + Fe**(Cu'") — HO® + OH™ + Fe**(Cu®") (Réaction de Fenton)

L e peroxyde d’hydrogéene est moins réactif que I’anion superoxyde, mais il possede une
capacité de diffusion importante et une duréede vie plus longue. Il diffuse facilement a
I’intérieur des cellules (Borg J et Reeber A., 2008).

L ’acide hypochloreux HOCI

Essentiellement produit par les myeloperoxydases (MPO) leucocytaires a partir de
peroxyde d’hydrogéne et d’ion chlorure (figure 2) :
H,O.+ H" + CI" — H,0 + HOCI

HOCI H'+Cl
S e
o T

[ wPo-Fely | ~———"+[ MPO" - Fe(v}=O ||

enzyme native cation radical

Figure 2 : Mécanisme de laformation de HOCI (Belkheiri N., 2010).

Le peroxynitrite ONOO

En présence de dioxygene. NO® donne des oxydes d’azote (ONOO®, N,Os) qui sont
généralement des agents nitrosants conduisant a la formation de nitrites et de nitrosothiols dans
les milieux biologiques (Belkheiri N., 2010).

Le monoxyde d’azote peut réagir avec 1’0, et générer ONOO™ : le peroxynitrite
compose encore plus réactif. Le temps de demi-vie in vivo du peroxynitrite est relativement
élevé environ 20 ms. Il peut notamment oxyder directement les thiols en sulfates, et étre une
des causes de la peroxydation des lipides (figure 3) (Chabory E., 2009).

Oxygéne moléculaire (O) Anion supenoxyde{O5")
NO"_ [
/ \ )
NzO; NOg7, NOy, peroxynitrite _D,D—N
Nitrosation Oxydation  Nitration

Figure 3 : Especes réactives de |’azote dérivées de NO* (Belkheiri N., 2010).



|.3.2. Lesdérivésradicalaires

Ils possedent un électron libre non apparié et sont extrémement réactifs. (Belkheiri N.,
2010).
Le radical hydroxyle HO®

Le radical hydroxyle est le compose le plus réactif. Il agit en captant un éectron d’une
autre molécule (Borg J et Reeber A., 2008). Le radical hydroxyle est particulierement délétére

vis-a-vis des matériaux biologiques. |l peut se former par réaction du peroxyde d’hydrogene
avec un ion ferreux (réaction de Fenton) ou par réaction du peroxyde d’hydrogéne avec I’anion
superoxyde (réaction de Haber-Weiss) ou sous I’effet de radiations ionisantes (rayons X ou
gamma) (Belkheiri N., 2010).

L>anion superoxyde O,*

La réduction de I’oxygéne par un électron produit I’anion superoxyde ou O,", le
précurseur de nombreuses EOR. 1l est naturellement produit dans toutes les cellules des étres
vivants en aérobie Il est généré en partie au niveau de la mitochondrie, au cours du transfert
d’électrons dans la chaine respiratoire (Chabory E., 2009). L’anion superoxyde possede 17
électrons pour 16 protons avec un électron célibataire qui le rend instable (Borg J et Reeber
A., 2008).

Leradical hydroperoxyle HO,®

C’est laforme protonée de I”anion superoxyde. L’anion superoxyde est en équilibre
constant avec le radical perhydroxyle (HO.®) qui est beaucoup plus oxydant que lui
[pKa(HO,*/0,*) = 4,8]. L anion superoxyde peut étre alors transformé soit spontanément, soit
par la superoxyde dismutase en peroxyde d’hydrogene (H.0,) (Belkheiri N., 2010).

L e monoxyde d’azote ou oxyde nitrigue NO*®

Le monoxyde d’azote (NO') est synthétisé naturellement par |’organisme & partir de la
L-arginine et de I'oxygene, par une enzyme spécifique la nitric oxide synthase ou NOS
(Chabory E., 2009). Cette production est physiologique et joue par exemple un réle majeur
dans le tonus vasculaire. Une seconde forme de NO-synthase existe : sous |’action des cytokines
et des endotoxines libérées lors d’un sepsis, cette forme est inductible et produit de grandes
guantités de NO'". A forte concentration, le NO™ devient délétere pour les cellules, notamment en
réagissant avec un radical superoxyde O " pour former un puissant oxydant : le peroxynitrite
ONOQ'. (Kebieche M., 2009)

L- Arginine + O, — L-Citrulline + NO®
NOS



I.4. Lesprincipaux sour ces d’especesréactives de I’oxygene

Les facteurs responsables de I'augmentation de la production de radicaux libres par
I'organisme sont appel és facteurs oxydants. Ils se divisent en facteurs endogénes et exogenes.
(Rioux C., 2009).

|.4.1. Sour ce endogéne de ROS

1.4.1.1. Mitochondrie

Une des plus grandes sources endogenes est |la membrane mitochondrial. En effet 95%
de I'oxygene utilisé par la cellule est réduit en eau dans la mitochondrie en vue de la formation
d'ATP. Cette réaction fait intervenir en particulier le coenzyme Q. Il peut se produire une fuite
d’électrons au niveau de ce coenzyme par la NADH-coenzyme Q réductase, la coenzyme Q-
cytochrome c réductase et |e cytochrome ¢ oxydase. Elle aura pour conségquence laformation de
radicaux libres aux dépens de I'oxygene. Ainsi 5% de |'oxygene qui transite au niveau de la
mitochondrie devient de I’anion superoxyde. Cela représente une quantité non négligeable de
composeés potentiellement toxiques produit quotidiennement au sein des cellules de I'organisme
(Borg J et Reeber A., 2008). Ainsi, la production de radicaux libres est proportionnelle a la
consommation d'oxygene, ce qui signifie que I'activité physique, malgré ses nombreux bienfaits,
constitue un facteur oxydant. Dans leur revue, Finaud et coll. affirment que dans la mgjorité des
cas, malgré les mécanismes d'adaptation antioxydants dont bénéficie I'humain, |'exercice
physique intense ou de longue durée dépasse les capacités antioxydantes de I'organisme et

contribue au dével oppement du stress oxydatif (Rioux C., 2009).

1.4.1.2. Peroxysome

Le peroxysome est une source important dans la production cellulaire de H,O, car cet
organite contient nombreuse enzyme géenérant de H,O,. Toutefois ce dernier est utilisé comme
substrat par catalase peroxysomale afin de réaliser des réactions de peroxydation d’autre
substrat. Ces réactions sont importantes dans les processus détoxification présentes dans le foie
et le rein. 1l semble cependant que seule une faible quantité de H,O, produit au niveau du
peroxysome pourrait échapper ala catalase (Servais S., 2004).



1.4.1.3. Réticulum endoplasmique

Au sein du réticulum endoplasmique (les microsomes) se trouve le cytochrome P450. |1
sagit d'une hydroxylase qui intervient dans le métabolisme des stéroides et des médicaments. Le
fer présent al'intérieur de ce cytochrome est susceptible de réagir avec I'oxygene et de produire
['anion superoxyde. Ce sera le déclencheur préférentiel de la peroxydation lipidique (Borg J et
Reeber A., 2008).

1.4.1.4. Xanthine oxydor éductase

L a xanthine oxydoréductase est également capable de produire I’anion superoxyde ainsi
gue le peroxyde d’hydrogéne. Cette enzyme existe sous deux formes : la xanthine
déshydrogénase (XDH) et la xanthine oxydase (XO). La XDH utilise le NAD+ pour produire a
partir de la xanthine et de I’hypoxanthine I’acide urique, alors que XO utilise I’oxygene comme
accepteur d’électron formant ainsi 1’0, ou I’H,0, (figure 4). Ces enzymes sont produites a
partir du méme gene. Apres étre générée, la XDH est convertie en XO de maniere irréversible
par protéolyse ou réversible par oxydation de ses résidus cystéines. Les cytokines
inflammatoires stimulent I’ activité de ces enzymes dans | es cellules épithéliales de mammiferes.
L hypoxie augmente également leur activité sans modifier leur taux d’ARNmM et de protéines
dans les cellules endothéliales (Chabory E., 2009). La xanthine oxydase qu’intervient au cours
de phénomenes d'ischémie suivie de reperfusion. En cas de blocage d'un vaisseau sanguin par
un thrombus, [I'approvisionnement en oxygene du tissu environnant est interrompu (phase
d'anoxie). Il sen suit un mangue de production dATP, car letissu est placé dans des conditions
anaérobies. Les réserves dATP sont mobilisée, avec production de métabolites qui en dérivent,
tel que I'nypoxanthine et la xanthine (Borg J et Reeber A., 2008).

Hypoxanthine + FAD/Fe¥* —> Xanthine + FADH,/Fe?"

. . XO .
Xanthine + O, + H,0 — Acideurique + O,” + 2H"

Figure 4 : Action de la xanthine oxydase (XO) conduisant alaformation d’anion superoxyde a
partir de laxanthine (Chabory E., 2009).




1.4.1.5. Au coursd'uneinfection

Par ailleurs au cours d'une infection, la NADPH oxydase présente a la surface de la
membrane bactérienne produit des anions superoxydes. llIs diffusent dans l'organisme et
produisent dans le sang du peroxyde d'hydrogeéne et des radicaux hydroxyles (en présence du fer
serique). Ces radicaux libres peuvent entrainer des dommages tissulaires importants a distance
del'infection (Borg J et Reeber A., 2008).

1.4.1.6. Comme moyen de défense

Les neutrophiles au cours de la phagocytose et la formation de phagosome, ce dernier
renferme une enzyme s’appel ée la myéloperoxydase, qui catalyse en présence de H,O; et d’ions
CI" laformation de I’acide hypochloreux OCI (K ebieche M., 2009).

H,O, + CIl — CIO + H,0
Ce composé est un bactéricide puissant, car il est a l'origine de radicaux libres auxquels les
bactéries sont tres sensibles (Borg J et Reeber A., 2008).

Il existe également un moyen trés efficace de production d’O, ", c’est la NADPH
oxydase qui est différente des systemes précédents car elle est inductible. C’est un complexe
enzymatiqgue membranaire présent dans les phagocytes (polynucléaires neutrophiles et
€osinophiles, monocytes et macrophages), et dans les lymphocytes B. Plusieurs facteurs sont
impliqués, en condition physiologique, les protéines gp9lphox, gp22phox et une protéine G
monomérique Rapl formant le cytochrome b558 sont enchéssées dans la membrane et les sous
unités catalytiques p47phox, p67phox et p40phox sont cytosoliques. Lors d’une infection
bactérienne, la NADPH oxydase va étre activée pour détruire les microorganismes phagocytés
en produisant une quantité importante d’0,”. L activation de ce complexe est réaisée par la
phosphorylation de p40phox dans un premier temps, puis d’autres facteurs, ce qui permet
I’interaction du complexe avec une petite protéine G (GTPase) appelée Rac 2 (figure 5).
L association de ces facteurs cytosoliques et membranaires entraine une translocation du
complexe et |I’activation de I’enzyme. Celle-ci catalyse le transfert d'électrons de son substrat le
NADPH a I'accepteur final I'oxygene entrainant la production d'anions superoxyde (Chabory
E., 2009). Cet exemple montre bien la dualité de ces composés. D’une part ils peuvent étre
dommageables pour I’organisme, d’autre part celui-ci peut les produire comme moyen de

défense contre une attague bactérienne.
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Figure5 : Représentation des facteurs impliqués dans I’ activation de laNADPH oxydase
(Chabory E., 2009).

|.4.2. Sour ce exogene de ROS

Les facteurs exogénes associés a une production accrue et/ou a une diminution de

I'élimination de radicaux libres sont également trés variés. Parmi ces facteurs, on retrouve:

— L'aimentation ( antibiotiques, alcool, café, aliments riches en proténes et/ou en lipides
et/ou a indice glycémique élevé, faible consommation d' antioxydants ) (Rioux C.,
2009). selon Schider et Singh (1989), I’alcool diminue I’activité des enzymes de
protection (SOD-GSH-Px). De méme, les concentrations sériques en sélénium et
vitamine E sont abaissées chez les alcooliques et corrélées avec une atteinte hépatique
plus ou moins sévere. (K ebieche M., 2009).

— Le CO, atmosphérique (Rioux C., 2009).

— Les polluants (fumée de cigarette, pollution atmosphérique (S0, NO,, 0s,
hydrocarbures), métaux occupationnels (métaux de transition tels le mercure, le fer, le
cadmium et le nickel), arsenic, amiante) (Rioux C., 2009).
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Des toxiques tels que I’oxyde d’azote (NO) et le dioxyde d’azote (NO,), présents dans notre
environnement (suies, goudron, tabac, polluants industriels), participent a la genése de
radicaux libres : ils sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des

alvéoles pulmonaires selon 2 réactions: (K ebieche M., 2009).
v Réaction réversible :

NO, + CH3CH = CHCH3; NO, — CH3; CH - CHCH3
v' Réactionirreversible:
NO, + - CHz -CH =CH - HNO, + - C'H -CH =CH

NO et NO, peuvent auss réagir avec le peroxyde d’hydrogene produit par les macrophages au
niveau des alvéoles pulmonaires et donner naissance a des radicaux OH’. La fumée de cigarette
joue un réle majeur dans la formation de ces espéces radicaaires : elle contient NO et NO,,
renferme de fortes concentrations en composeés insaturés et stimule, par son action irritante, les
macrophages des alvéoles pulmonaires. D’autres toxiques agissent par transfert d’éectrons,
comme le tétrachlorure de carbone (CCl4) dont la toxicité s’exerce par I’intermédiaire des
radicaux CClz et mis en évidence dans des hépatocytes de rat par résonance paramagnétique
électronique (RPE). La réduction de CCl, en CCl3 s’effectue, soit sous I’action du cytochrome
P450 hépatique CCl, + € — ClI"+ CC 1" soit en présence de fer ferreux CCl, + Fe" — + Fe™ +
CC I3 (Bouldjadj R., 2009).

— Les médicaments (traitements contre le cancer, psoraléne) (Rioux C., 2009).

Des antibiotiques anticancéreux, tels que les anthracyclines, sont également capables de générer
des radicaux libres. Laformation d’especes radicalaires serait responsable de leur mode d’action
anticancéreux et de leur toxicité en agissant selon un mécanisme de transfert d’électron. Des
travaux réalisés sur des cultures de cellules tumorales mammaires, I’adriamycine est bioactivée
en radical semiquinone de I’adriamycine (SQ") par réduction enzymatique (cytochrome P450),
ce radical peut réagir avec I’oxygéne pour former I’anion superoxyde. Pour une autre
anthracycline, la daunorubicine, la réduction en radical libre (DSO’) se réalise alors que la
molécule est dga intercalée dans I’ADN. Enfin, sur des cultures de cardiomyocytes,
I’épirubicine, un autre dérivé des anthracyclines, s’avere inducteur d’une toxicité avérée
modifiant les propriétés physicochimiques des membranes cellulaires par la génération des
radicaux libres (K ebieche M ., 2009).
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— Lesradiations (ionisantes, ultraviolets, micro-ondes) (Rioux C., 2009).

— L'absorption dermique (insecticides, médicaments) (Rioux C., 2009).

|.5. Les conséquences moléculaires du stress oxydant
1.5.1. Peroxydation lipidique

Les acides gras polyinsaturés sont les cibles privilégiées des ERO radicalaires en raison
de leurs hydrogenes bis-allylique facilement oxydable. Plus |’acide gras est insaturé et plusil est
susceptible d’étre peroxydé (Bouldjadj R., 2009). Les membranes cellulaires constituant les
premieres cibles pour les radicaux libres circulants a cause de leur richesse en acides gras.

La peroxydation lipidique est considérée comme normale quand elle reste contrélée par des
enzymes, comme la prostaglandine synthase, |a cycloxygénase, lathromboxane synthase ou la5
lipoxygénase (substrat = acide arachidonique). Elle devient pathol ogique quand sont mécanisme
est non enzymatique (Borg J et Reeber A., 2008).

La peroxydation des lipides peut résulter de plusieurs voies réactionnelles en fonction du milieu
et des agentsinitiateurs :

o0 I’auto-oxydation provient de la température (scissions radicalaires a température
élevée), de la présence d’ions métalliques (oxydation), ou de radicaux libres déja
présents ;

o laphoto-oxydation, initiée par lalumiére en présence de photosensibilisateurs ;

0 I’oxydation enzymatique, catalysée par lalipoxygénase.

La peroxydation des lipides est une réaction auto-catalytique. D’aprés Moureau et Dufraisse
(1926) I’auto-oxydation correspond a une fixation d’oxygeéne sur des molécules insaturées. |l
s’agit d’un enchainement de réactions radicalaires se déroulant en trois étapes : I’amorcage, la

propagation et laterminaison (Guzun T., 2010).

[.5.2. Oxydation des protéines

Les modifications oxydatives des proténes par les ERO provoquent I’introduction d’un
groupement carbonyl dans la protéine (Levine R., 2002). Ces réactions d’oxydation sont
fréguemment influencées par les cations métalliques comme le Fe** ou le Cu?*. Les réactions

d’oxydation de protéines peuvent étre classées en deux catégories : d’une part, celles qui cassent
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les liaisons peptidiques et modifient la chaine peptidique, et d’autre part, les modifications des
peptides par addition de produits issus de la peroxydation lipidique comme le 4-HNE
(Bouldjadj R., 2009). Ces changements sont tels qu'ils conduisent a une modification
structurale des protéines dont les conséquences sont majeures (perte de fonction catalytique,
augmentation de la sensibilité aux protéases...) (Garait B., 2006). L’oxydation de la cystéine
est réversible mais peut également perturber les fonctions biologiques du GSH ou de certaines
protéines. Le rbéle des protéines dans la cellule est tel que leur; dysfonctionnement peut
bouleverser le fonctionnement cellulaire (enzymes, protéines structurales) (Bouldjad] R.,
2009).

1.5.3. Oxydation desacides nucléiques

Il existe au sein de la cdlule, deux types d’ADN: I’ADN nucléaire et I’ADN
mitochondrial (Servais S., 2004). Les acides nucléiques sont sensibles au stress oxydant au
niveau des bases purines ou pyrimidiques. L’ADN génomique est touché par cette oxydation
mais la cible privilégiée est ’ADN mitochondrial (10 fois supérieure a celle du génome
nucléaire) (Garait B., 2006) (Chabory E., 2009). Les mécanismes explicatifs proposés sont :
I’absence d'histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial, sa localisation proche de la
membrane interne, des mécanismes de réparations frustres et une structure circulaire sans
introns augmentant statistiquement le risque de mutations pathogénes (Gar ait B., 2006).

Les EOR induisent différentes formes de dommages sur I’ADN, la premiere est
I”’oxydation des nucléotides, la base majoritairement touchée dans les cellules de mammiféres
est la guanine. Son oxydation forme le 8-hydroxy-2-déoxyguanosine ou 8-oxodG (figure 6). Ce
phénomene entraine un mésappariement 8-oxodG-A, puis au final une mutation de transversion
. I’appariement de départ G-C va étre remplacé par un T-A. La formation du 8-oxodG peut étre
mise en évidence par un anticorps specifique ce qui permet de détecter une modification
oxydative de I’ADN. Mais d’autres bases peuvent également subir une oxydation c’est le cas de
I’adénine ou de la cytosine formant respectivement le 8-oxodA et le 5-oxodC (Chabory E.,
2009).

L’ADN peut aussi étre touché de maniére indirecte par d’autres composés issus
d’attaques radicalaires. Par exemple |’oxydation des lipides peut entrainer la formation

d’adduits comme le MDA-guanosine. Lorsgue le stress oxydant est trop important avec des
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cassures de I’ADN nombreuses ou, gue les différents systémes de réparation sont touchés et ne

fonctionnent pas de maniere correcte, la cellule peut entrer en apoptose (Chabory E., 2009).

O O
HN N HO* =N N
—_— OH
NH NH
H,N HN
Guanine 8-hydroxyguanine
O
. N
)—on
N
H.N 0
OH
H OH
8-hydroxy-2-déoxyguanosine

Figure 6 : Oxydation de la guanine formant le 8-hydroxy-2-déoxyguanosine (8-oxodG)

(Chabory E., 2009).

[.6. Lessystemes antioxydants

Les radicaux libres sont produits spontanément et de maniere continue au sein de notre

organisme. Le maintien d'un niveau non cytotoxique de ROS est assuré par des systemes

antioxydants. Un déficit ou un dysfonctionnement de ces systémes engendre une augmentation

des dommages tissulaires (Garait B., 2006). Les antioxydants sont des agents redox qui

réagissent avec les oxydants et stoppent ou ralentissent le processus d'oxydation, et ains

régulent I'équilibre redox cellulaire. Par conséquent, le concept d'une thérapie a l'aide

d'antioxydants, dans le but de renforcer les défenses antioxydantes endogenes pour une

protection plus efficace contre le stress oxydant, représente un enjeu thérapeutique important

dintérét scientifigue et public. En effet, plusieurs études démontrent que la défense
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antioxydante peut étre soit diminuée ou compromise dans certaines conditions
pathophysiologiques (Belkheiri N., 2010). Les antioxydants sont des systémes enzymatiques ou
non-enzymatiques (figure 7) (Servais S., 2004).

Vitamine C
GPx GS5H

Vitamine E et C

Cuw/ZIn-S0D
GPx

Vitamine E et C
GSH

Catalase

. Mnp-S0D
bfcmg:he é? i des GPx
membranes cellulaires Vitamine E

Yitamine E GSH
Ubiquinone

Figure 7 : Répartition des principal es défenses antioxydantes dans la cellule. (Mn-SOD)
(Garait B., 2006).

[.6.1. L es systemes antioxydants enzymatiques

Face a la production permanente de ROS, les organismes vivants ont développé des
systemes de défense qui les protégent des dommages liés aux formes radicalaires. Ces défenses
permettent de maintenir la concentration en especes radicalaires a un taux basal. En effet, elles
possedent une grande affinité pour les ROS, avec lesquelles elles réagissent tres rapidement
pour les neutraliser (Belkheiri N., 2010). Les antioxydants enzymatiques (la superoxyde
dismutase, la catalase, la glutathion peroxydase) sont considérés comme la premiere ligne de
défense de notre organisme contre les ROS (Gar ait B., 2006).
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1.6.1.1. Super oxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase (SOD, EC : 1.15.1.1) est une métalloprotéine qui catalyse la
dismutation du superoxyde en oxygene et peroxyde dhydrogéne. Pour cette raison, cette
enzyme représente une partie importante du systeme de défense contre les radicaux libres. Elle
est présente dans presque tous les organismes aérobies. Une des rarissimes exceptions est
Lactobacillus plantarum et les Lactobacillus apparentés, qui n'en possedent pas et utilisent un
mécanisme de défense différent (Belkheiri N., 2010). Chez les mammifeéres, on distingue dans
cette famille trois isoenzymes qui catalysent la méme réaction mais différent selon la
localisation chromosomique du gene, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur
localisation cellulaire. Le mécanisme réactionnel est catalysé par un métal situé au centre de
I’enzyme dont la nature permettra de distinguer la SOD a cuivre-zinc présent dans le cytoplasme
(cCu-ZnSOD), la SOD a manganése (MnSOD) présent dans les mitochondries, et une SOD
extracellulaire c’est une SOD acuivre-zinc (Bouldjadj R., 2009).

1.6.1.2. Lescatalase (CAT)

La catalase (EC : 1.11.1.6) est une enzyme héminique capable de transformer le
peroxyde d’hydrogene (généraement produit par les SOD) en eau et oxygene moléculaire
(Bouldjadj R., 2009). Cette enzyme est abondante dans le foie et les globules rouges. Elle se
retrouve préférentiellement dans les peroxysomes et en plus faible quantité dans le cytosol
(Garait B., 2006). La catalase humaine, possédant une taille d’environ 240 kDa, est formée de
quatre sous-unités, chacune comportant un groupement ferriprotoporphyrine dans son site actif
avec un atome de fer a1’état Fe** (Nzengue Y., 2008). La catalase et la glutathion peroxydase
ont des réles protecteurs similaires et leur contribution relative est assez variable. La catalase est
surtout active lorsque le niveau de stress oxydatif est élevé ou que la quantité de glutathion
peroxydase est limitée et elle joue un réle significatif en permettant d'éliminer I'excés de
peroxyde d'hydrogene afin que la réaction de Fenton ne puisse pas samplifier (Bouldjadj R.,
2009).

17



1.6.1.3. Les glutathions per oxydases

La glutathion peroxydase (EC 1.11.1.9) est présente dans les liquides extracellulaires et
dans les cellules au niveau du cytosol et des mitochondries (Belkheiri N., 2010). La glutathion
peroxydase décompose les hydroperoxydes organiques et peroxyde d’hydrogene. Elle réduit un
grand nombre de ces peroxydes avec des vitesses comparables. Elle est donc en compétition
avec la catalase pour le substrat H,O, et est 1a source majeure de protection contre les faibles

niveaux de stress oxydant (Nzengue'Y ., 2008).

|.6.1.4. L"héeme oxygénase

L'héme oxygénase dégrade I'neme (prooxydant) en bilirubine qui est un antioxydant
capable de prévenir I'oxydation des LDL (Belkheiri N., 2010). On distingue I’héme oxygénase
constitutive et inductible. Cette derniére est induite par le stress oxydant et les oxLDLS, et
possede un effet antiathérogene chez la souris (Bouguer ne B., 2012).

[.6.1.5. Lathiorédoxine (TRX)

la thiorédoxine est un enzyme a activité antioxydante intrinséque comme toutes les
protéines a groupement thiol (-SH) (Bouguerne B., 2012). Cet enzyme a une structure proche
de celle de la glutathion réductase. Il consomme aussi du NADPH dans son fonctionnement
(Soares A., 2005). Les thiorédoxines sont localisées dans le cytosol, les mitochondries, les
peroxysomes, associées au noyau et aux membranes ces protéines exercent sont role
antioxydant dans la cellule a travers une activité peroxydase, ou H,O,, le peroxynitrite et de
nombreux hydroperoxydes sont les substrats. Malgré leur plus faible efficacité catalytique par
rapport a la GPx et la CAT. De plus, les TRX joueraient un role significatif lors du

dével oppement du poumon et en réponse a un stress oxydant pulmonaire (Servais S., 2004).
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Figure 8 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (Favier A., 2003).

[.6.2. Les systemes antioxydants non enzymatiques

[.6.2.1. L es antioxydants endogenes

a) L’acideurique

L >acide urique (figure 9) est un piégeur de *O,, des radicaux peroxyles et hydroxyles
(RO.* et HO®) (Belkheiri N., 2010). La réaction de I’acide urique avec ces ROS géneére des
radicaux moins réactifs que HO® (Bouguer ne B., 2012).

H
N
NH
o= | BN
H 0

N
H

Figure 9 : Structure de I’acide urique (Belkheiri N., 2010).
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1.6.2.2. L es antioxydants exogenes
1.6.2.2.1. Lavitamine E (ou a-tocophérol)

La vitamine E ou a-tocophérol (a-TocH) est le principa antioxydant de la famille des
tocophérols (Bouguerne B., 2012). Sa structure moléculaire comporte une extrémité hydrophile

(noyau chromanol) et une extrémité hydrophobe (chaine phytyle) (Soares A., 2005).

OH

CH; Chaine Phytyle

A
!"_ ™

H LCH; H_CH, H_CH
CH;

H;C

Noyan Chromanel

H;C

H,C"

Figure 10 : Structure de lavitamine E (ou a-tocophéral) (T-OH) (Bouguerne B., 2012).

L’a-tocophérol est le principal antioxydant contenu dans les LDL. Chague particule de
LDL contient en moyenne de 6 a 12 molécules de vitamine E. La vitamine E (figure 10)
interrompt la chaine de propagation radicalaire dans les membranes en limitant |a peroxydation
des acides gras polyinsaturés. En effet, la cinétique de cette étape de propagation étant lente, la
vitamine E peut l'arréter, en réparant le radical peroxyl (AGPI-OO’) par la formation
d'hydroperoxyde (AGPI-OOH) (figure 11).

O“O
AGPI-00" \/\/]\%\#\/W
HOMO l+ T-OH
AGPI-O0OH o~ X =
+
TO"

Figure 11 : Formation d'hydroperoxyde (AGPI-OOH) (Belkheiri N., 2010).

Dans cette réaction de piégeage, la vitamine E devient a son tour radicalaire et la
vitamine C la régénére. La vitamine E est la molécule antioxydante liposoluble la plus
abondante de notre organisme. Elle est présente dans les membranes cellulaires et circule dans

le sang liée aux lipoprotéines (Belkheiri N., 2010).
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L’ a-TocH peut auss réguler ala hausse les enzymes antioxydantes, telles que la SOD,
la glutathion peroxydase, la catalase du foie, la glutathion-transférase et la NAD(P)H réductase.
L> a-TocH n’est pas biosynthétisée. Elle est présente dans les huiles végétales, principalement
dans I'huile de germe de blé, de tournesol, de soja, d'arachide ou d'olive. Elle se trouve aussi en
moindre quantité dans les céréales, les amandes, les |égumes verts, le beurre, la margarine, les

poissons gras (Bouguerne B., 2012).

1.6.2.2.2. Lavitamine C (ou acide ascor bique)

OH
HO\/\SETO
HO  OH

Figure 12 : Structure de lavitamine C (Asc) (Belkheiri N., 2010).

La vitamine C ou acide ascorbique est un antioxydant majeur présent dans tous les
organes (Carreras M., 2004). Lavitamine C est I'un des principaux antioxydants hydrosolubles
présents dans les fluides intra- et extra-cellulaires (compartiments hydrophiles). Ses activités
biologiques antioxydantes viennent de son potentiel réducteur puissant (E° = - 0,29 V). Elle est
aussi capable de recycler I'a-tocophérol de fagcon a agir en synergie avec ce dernier dans la
prévention de la peroxydation lipidique (Bouguerne B., 2012):

T-OH + AGPI-O0® — T-O* + AGPI-OOH
Asc-H + T-O®* — T-OH + Asc™®

Alors que la plupart des mammiferes sont capables de la synthétiser, la majorité des
primates (dont I'ére humain), le cochon dinde et certains oiseaux ou poissons en sont
incapables. Ceci est le résultat d'une mutation génétique, survenue il y a 40 millions d'années,
bloquant la transformation du glucose en acide ascorbique. Les animaux dépourvus de cette
capacité de synthése de la vitamine C doivent donc la puiser dans leur alimentation (Belkheiri
N., 2010).
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1.6.2.2.3. Lare€lation entre cesvitamines

Par interaction avec un radical lipidique R®, lavitamine E (T-OH) se transforme en un

radical tocophéryle (T-O°).

Ce dernier est régénéré en T-OH sous I’action de la vitamine C (Asc) qui, a son tour,
prend une forme radicalaire (Asc®). Le glutathion réduit (GSH) permet de régénérer la vitamine
C en se transformant en un radical thyile (GS®) qui, par réaction avec lui-méme, donne du
glutathion oxydé (GSSG) (figure 13) (Belkheiri N., 2010).

1D QN Sl G
RH T-O* GS* —= GSSG

Figure 13 : Relation entre les vitamines E et C (Belkheiri N., 2010).

1.6.2.2.4. Les antioxydants phénoliques

Les phénols sont des molécules qui contiennent un ou plusieurs noyaux aromatiques
avec un ou plusieurs groupes hydroxyle (OH). Ils peuvent étre extraits a partir de plantes ou
synthétiques (Bouguerne B., 2012).

Les polyphénols jouent un grand réle dans la quantité nutritive et hygiénique des
aliments. Ils interviennent également dans la digestibilité des aliments, dans I'utilisation

physiologique des protéines. (Belkheiri N., 2010).

1.6.2.2.4.1. L es antioxydants phénoliques naturels

Les antioxydants présents dans le raisin, le thé ou les fruits sont souvent de type
phénolique. Les composés phénoliques présents dans le vin peuvent étre séparés entre les
flavonoides et les non-flavonoides (Belkheiri N., 2010). Les plus connus sont les acides
phénoliques (benzoique ou cinnamique), les flavonoides, et les tanins. Les stilbenes et le lignan

sont moins connus (tableau 1) (Bouguerne B., 2012).
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Tableau 1: Les grandes familles de polyphénols (Bouguerne B., 2012).

Famille Principaux composés Origine
Acide hydroxy- benzoiques Acide vanillique WVanille
Acide gallique Feuilles de the
Acide caféique Café
Acide férulique Biz. blé, asperges
Acides hiydro- cinnamigques Acide chlorogénigue Pelure de pomme de terre, pomime,
artichaut
Stilbéne Eesveératrol Eatsin vin
Flavanoides
- Flavonols Quercétine, kaempfrol Oignen. brocoli
- Flavones Luécline, apigénine Céleri
- Flavanones Naringénine Agmmes
- Flavones-3-ols Catéchine, épicatéchine Faisin, the vert, chocolat,
- Isoflavones Génistémne, daidzéme Soja
- Anthoeyanidines Cyamdine Fruits rouges, raisin
Tannins hydrosolubles ou non Polyphénols de haut poids Plantes supérieures
moléculaire
Lignines Lignane Bois

1.6.2.2.4.1.1. Lesflavonoides

Le terme flavonoide rassemble de nombreux composés naturels répartis en plusieurs
familles dont les plus importantes sont les catéchines, la quercitine, les isoflavones ou I'acide
galique. Parmi les flavonoides, il existe aussi les anthocyanes (du grec anthos = fleur, kuanos =
bleu sombre) qui sont présents dans un certain nombre de végétaux tels : myrtille, mdre, raisin
noir, aubergine, prune, bleuet (airelle bleue du Canada), mauve, etc (Belkheiri N., 2010). Ils
sont responsables de la coloration des fleurs, des fruits et parfois des feuilles assurant ainsi la

protection des tissus contre les agressions des ultraviolets.
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Les flavonoides sont des dérivés du noyau FLAVONE ou 2-PHENYL CHROMONE
(figure 14) portant des fonctions phénols libres, éthers ou glycosides. Le noyau FLAVONE est
[ui méme un dériveé du noyau FLAVANE de base (figure 15).

NOYAUFLAVONE

Figure 14 : Structrue du FLAVONE (K ebieche M ., 2009).

NOYAUFLAVANE

Figure 15 : Structrue du FLAVANE (K ebieche M., 2009).

Les flavonoides sont donc des polyphénols complexes dont la structure est constituée de
deux noyaux aromatiques (noyaux A et B) et d’un hétérocycle oxygéné, cycle C

les flavonoides sont des antioxydants puissants susceptibles d’inhiber la formation des
radicaux libres et de s’opposer a |’oxydation des macromolécules En effet, les flavonoides sont
des piégeurs efficaces des radicaux libres les plus prooxydants, particuliérement impliqués dans
la peroxydation lipidique, De plus, ils ont une activité chélatrice des métaux tels que cuivre et
fer qui, al’état libre, peuvent étre al’origine de la production de radicaux libres par les réactions
de Fenton et d’Haber-Weiss (K ebieche M., 2009 et Bouldjadj R., 2009).
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1.6.2.2.4.1.2. Les non-flavonoides

Les composés non-flavonoides regroupent les acides phénoliques et les stilbénes. |Is ne
possedent pas de squelette « flavone » (Belkheiri N., 2010).

1.6.2.2.4.1.2.1. Les acides phénoliques

L es acides phénoliques sont divisés en deux catégories : les dérivés de |’acide benzoique
comme |’acide gallique ou vanillique et les dérivés de I’acide cinnamique comme |’acide
caféique, coumarique, sinapique et férulique. Ces derniers ont une bonne activité (Bouguerne
B., 2012).

On trouve aussi des dérivés de ces acides, comme |’ acide chlorogénique présent dans les
pommes. Ce dernier s’avere étre un antioxydant intéressant, a tel point que de nombreux
laboratoires tentent d’en faire sa synthése (figure 16). (Belkheiri N., 2010).

1 .
R = OH HOQ.
HO HO A O

R o]
Acides cinmamiques R! | RE
Aride Caféml..&- OH H Acide C-'hmrm'] .Pque
Acide coumarique H H
Acide férulique OCHs| H
Acide sinapique OCH+ |OCH-,

Figure 16 : Structure de dérivés de |I’acide p-hydroxycinnamique (Belkheiri N., 2010).

1.6.2.2.4.1.2.2. Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés phénoliques contenant au minimum deux noyaux
aromatiques reliés par une double liaison, formant un systeme conjugué. Cette particularité leur
confere une grande réactivité due a la délocalisation des électrons n sur la totaité de la
molécule. Les stilbénes sont connus pour leurs propriétés antioxydantes vis-avis des
lipoprotéines a basse densité LDL. Ils pourraient ainsi jouer un réle protecteur contre les

maladies cardiovasculaires. Les plus abondants dans le raisin sont le trans-resvératrol et son
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dérivé glucosylé : le picéide, ains que les dimeres comme le resvératrol qui présent dans le
raisin noir et dont I'activité antioxydante est probablement associée a sa capacité a régénérer la
vitamine C. Ce composé intervient égaement dans différents mécanismes biologiques
(inhibition de I'aggrégation des plaguettes, antagonisme aux récepteurs a oestrogenes, propriétés
anti-inflamatoire,etc) (Belkheiri N., 2010).

R1

\‘ _."J:\'-“._
—, — —OH
it 'r-lr }'\ 'Ilr'rf
"\.\‘-._ r
RZ
Stilhénes R' | RZ

Pterostilbéne | OCHa|OCH,

Resvératral OH | OH
Picéide  |OGIc | OH

Figure 17 : Structures chimiques de quelques stilbénes (Belkheiri N., 2010).

1.6.2.2.4.2. L es antioxydants phénoliques de synthese

Il existe aussi de nombreux antioxydants synthétiques dont les squel ettes sont souvent
dérivés des antioxydants naturels (hémisynthese ou mime de structures naturelles). Le but de ces
synthéses est I’amélioration de I’activité antioxydante, la biodisponibilité et le colt des
mol écules. Les principaux composés sont :

— Trolox® ou l'acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchroman-2-carboxylique est
I’exemple classique d'antioxydant synthétique dérivé de la vitamine E, cette
molécule est souvent utilisée comme antioxydant de référence (figure 18a)
(Bouguerne B., 2012).

— Probucol, un hypolipidémiant. Ses propriétés antioxydantes et antiathérogenes
ont été étudiées in vivo, il inhibe la formation de la plaque d’athérome chez le
lapin (figure 18b) (Bouguerne B., 2012).

— Le 2,3-dihydro-5-hydroxy-2,2-dipentyl-4,6-ditertiobutyl-benzofurane ou BO-
653, un composé dont I’activité antioxydante est meilleure que celle de I’a-
tocophérol et du probucol (figure 18c) (Noguchi N and Nikie E., 2000).
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Figure 18 : Structures de quel ques antioxydants de synthése (BouguerneB.,
2012).

Une équipe indienne a montré qu’un analogue synthétique du curcumine (figure
19 aet b) éait plus efficace que la curcumine qui avait déja un role protecteur sur
I’inhibition du stress oxydant provoqué par la nicotine (Bouguer ne B., 2012).
D'autres mol écules phénoliques dérivées d’akylthiosulfonate (figure 19c) ont été
synthétisées et testées, en particulier sur leur capacité a empécher le métabolisme
oxydant des polynucléaires et piéger les radicaux libres tels que le NO® (Zenkov
N et al., 2007).

Une équipe espagnole a synthétisé des acides gras phénoliques qui auraient une
activité antiradicalaire importante (figure 19d) (Torres de Pinedo A et al.,
2007).

Un nouveau polyphénol dendritique (figure 19e) a été synthétise, et a montré une
forte capacité antioxydante et protectrice des LDLs in vitro contre les attaques
desradicaux libres(Lee C et al., 2009).

Trés récemment, un groupe grec a publié un ensemble de molécules
antioxydantes dont un phénol dérivé de benzodiazepine (Figure 19f). Cette
molécule a montré une bonne inhibition de la peroxydation lipidique
(BouguerneB., 2012).
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Figure 19 : Structures de quel ques antioxydants de synthése cités dans la littérature
(Bouguerne B., 2012).
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Chapatre 11
Le glutathion



I1.1. Définition

Le glutathion (y-glutamylcystéinylglycine) est le tripeptide composé de cystéine,

glutamate et glycine (figure 20). Principa sulfhydrile de faible poids moléculaire de

I’organisme, il présente deux caractéristiques structurales qui permettent sa participation a de

nombreuses fonctions cellulaires : sa liaison y-carboxyle entre les résidus glutamate et cystéine,

qui le protége de I’hydrolyse, et son groupement sulfhydrile (ou thiol), porté par son résidu

cystéine (Blouet C., 2006). Le glutathion produit naturellement par I’organisme, on le trouve

surtout dans les cellules de mammiferes mais plus généralement dans les organismes aérobies

tels que les plantes ou les micro-organismes (Chenot E., 2008). Ce tripeptide, avec une

concentration qui varie de 0,1 a 10 mM, est le thiol intracellulaire (SH) non protéique le plus

abondant. C’est dans le foie qu’on le trouve a la concentration la plus élevée (10 mM). On le

retrouve également dans les liquides physiologiques, mais a des concentrations plus faibles (1 a

50 uM) (Schnekenburger M., 2004).

—

0l
i
P \ /
—_— Liniton — _,-'/
y-carboxyle

¥ -glutamyle © cystéinyle

[ HOOC - CH - CH, - CH; - C {NH - CH- € { NH - CH; - COOH
|

glycine

Figure 20 : Lastructure chimique du glutathion (Blouet C., 2006).

Il existe sous deux formes : sa forme réduite, plus communément appelée glutathion

réduit ou GSH et saforme oxydée également appel ée glutathion disulfure ou GSSG (Chenot E.,

2008). 1l joue un rdle particulierement important dans les défenses antioxydants et le maintien

du statut redox de |I’organisme (Blouet C., 2006).
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[1.2. Métabolisme de glutathion
[1.2.1. La synthése de glutathion

La synthése de glutathion, consommatrice d’ATP, est assurée par I’action séquentielle de
deux enzymes cytosoliques ubiquitaires, la y-glutamylcystéine synthase (y-GCS EC.6.3.2.2
(Franco P., 2009)) et la glutathion synthase (figure 21).

; L-Gilu L-Cys +L-Gly
membrane T R .
cellulaire ¥ ¥ o g ADF +FS +
- i - . - - £ I? i
¥ Cwstéine . L-Glutamate™, A _
- - s i A ATF
L-Glveine - - i
AaEF 5, J-oxoproline :
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ADPSF o ;
- ¥ o elrhaeninyek |/ *AA
\ Trouferase
o L-y-Gl-L-Cys L-Clutamy]-Ad
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” ; | a > L-Cys-Gly
r \"-. ATF Dy ;:I_\:ra.-{hm rGlutamd | va-ily
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" ; i . & - .
S - Gilutathion ra = (ilutathion
e L-p-Glu-L-Cys-Gly " L-y-Glu-L-Cys-Gly

Figure 21 : Cycle de labiosynthese et de la dégradation du glutathion au niveau
cellulaire (Chenot E., 2008).

Lors de la réaction catalysée par la y-GCS, le groupement y- carboxyle du glutamate
réagit avec le groupement aminé de la cystéine. Cette premiére réaction, qui constitue I’étape
limitante de la synthese de glutathion, permet la formation d’une liaison peptidique résistante

aux peptidases.

4] FCL ]
/ﬁ\\/\)LQH + Ho’ﬁ‘\{"“SH + ATP Hah' \j + ADP +Pi

HO™ H
PH;, NH, i
HS —0

L-ghitamate L-cystéine Le-y-plutamylcystéine

Bien gu’elle puisse étre convertie en 5- oxoproline et cystéine par la y-glutamyl
cyclotransférase, 95 % de la y-glutamylcystéine formée lors de cette premiére réaction est
orientée vers la synthese de glutathion par la glutathion synthase (GS E.C.6.3.2.3 (Franco P.,
2009)), une enzyme présentant une forte affinité pour ses deux substrats, la glycine et la y-
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glutamylcystéine. Cette seconde étape de la synthese de glutathion est rarement limitante
(Blouet C., 2006).

(H
o=
E 0 :
Ha Né“_\.\_q-}- |;J'_:| G5 \I:‘ \j\ r. SHH \jj'\
A = - ; .
“"I:D‘H + o ) + ATP Ho*’l"f’“‘ N H”,N on & ADpiw
J-|5,JJ = MH; HH; ' o
HG
L-y-glutarmyleystéine glyeine Lev-glutamylcevstéimylglveine

Le glutathion est d’ailleurs considérée comme un moyen de stockage de la cystéine, car
en milieu extracellulaire la cystéine est extrémement instable et s’oxyde facilement en cystine.
Les y-glutamyl transpeptidases (présentes a la surface des cellules), les y-glutamyl transférases,
les y-glutamylcyclotransferases et la 5-oxoprolinase sont des enzymes qui catalysent la
dégradation extracellulaire du glutathion en ses acides aminés constituants. Les y-glutamyl
transpeptidases permettent de catalyser la coupure de la liaison y entre le glutamate (acide
glutamique) et la cystéine. L’inhibition de la y-glutamyl transpeptidase entrainerait une
augmentation de la concentration du glutathion dans le plasma a I’inverse de ce qu’entrainerait
I’inhibition de lay-glutamylcystéine synthétase (Chenot E., 2008).

Le transport du glutathion est un aspect important du métabolisme. La concentration de
GSH intracellulaire varie de 1 &4 10 mM, cependant elle n’est que de quelques M dans le sang
plasmatique. L’aptitude qu’ont certaines cellules a transporter le glutathion dans les
compartiments extracellulaires aide au transport de la cystéine, qui est I’acide aminé limitant
lors de la synthese du glutathion. Ce dernier ne peut pas directement entrer dans la cellule, c’est
pourquoi il doit donc étre hydrolysé en acides aminés (Chenot E., 2008).

La synthese de glutathion peut avoir lieu dans toutes les cellules de I’organisme, mais le
foie en est le principal site de production et la plus grande partie du glutathion hépatique est

exportée vers les autres tissus (Blouet C., 2006).

I1.2.2. Larégulation dela synthese de glutathion

L’homéostasie du glutathion est finement contrélée par I’activité de la y-GCL, ainsi
gue par les concentrations et |a biodisponibilité de ses substrats, en particulier de la cystéine.
La y-GCL est une enzyme constituée de deux sous-unités, une sous-unité catalytique

(GCLc) et une sous-unité régulatrice ou modulatrice (GCLm). La sous-unité catal ytique est
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fonctionnelle, mais son activité est plus faible que celle de I’holoenzyme; la sous-unité
régulatrice a pour role la modulation de I’affinité de la sous-unité catalytique pour ses
substrats et inhibiteurs (Guelzim N.,2011).

La GCL (E.C. 6.3.2.2) est aussi appelée y-glutamylcystéine synthétase (GCS). Cette
enzyme intervient dans la premiére étape de la biosynthése du GSH intracellulaire, elle
catalyse la synthese de y-glutamylcystéine a partir de cystéine et de glutamate ; apres la
biodisponibilité en cystéine, c’est I’autre étape limitante de cette synthése. De plus, la GCL
subit un rétrocontréle négatif par le GSH (Schnekenburger M., 2004). L expression de la
yGCL est régulée par Les facteurs associés au stress oxydant ou nitrosant, par certains
antioxydants, par les facteurs de croissance (tels que le facteur de croissance hépatique) ou
encore par les facteurs de transcription, tels que NF-kB. Ces régulations géniques sont
expliquées par la présence d’ééments de réponse aux especes oxydantes, aux éectrophiles ou
encore aux facteurs de transcription au niveau du promoteur du gene codant pour la yGCL.
Au niveau post- traductionnel, I’activité de la yGCL est régulée par les phosphorylations, mais
aussi de facon importante par une inhibition compétitive exercée par le glutathion et la y—
glutamylcystéine. En effet, les résidus -glutamyl et -cysteinyl de ces peptides viennent occuper
respectivement les sites de fixation du glutamate et de la cystéine, réduisant ainsi |’activité
enzymatigue. La formation de I’holoenzyme est aussi associée a une diminution de I’affinité
de I’enzyme pour le glutathion et la y—glutamylcystéine. D’autres facteurs peuvent auss
influencer I’activité et/ou I’expression de la yGCL, tels que les cytokines inflammatoires,
ou encore les hormones (Guelzim N., 2011).

Ains la synthése de glutathion est également affectée par la disponibilité en
glycine. Lorsque la glycine devient limitante pour la synthése de glutathion, la y-
glutamylcystéine en exces est orientée vers la synthese de 5-oxoproline, qui est ensuite excrétée
au niveau urinaire. Chez des sujets recevant un alimentation pauvre en proténes (0,4 g.kg'l.j’l
de protéines) ou dépourvue de glycine, I’excrétion urinaire de 5-oxoproline augmente.
Cette augmentation de |’excrétion urinaire de 5-oxoproline est associée a une diminution du
taux de synthese du glutathion (Blouet C., 2006).
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[1.2.3. Oxydo-réduction du glutathion

11.2.3.1. Glutathion peroxydase (GPX)

La glutathion peroxydase est une enzyme (EC 1.11.1.9) formée de quatre sous-unités
contenant chacune un atome de séénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine
(dans laguelle I'oxygene du groupement hydroxyle de la sérine est remplacé par le sélénium). La
glutathion peroxydase est présente dans les liquides extracellulaires et dans les cellules au
niveau du cytosol et des mitochondries (Belkheiri N., 2010). Les glutathion peroxydases
métabolisent une grande variété d’hydroperoxydes (R-OOH) en plus de I’H,0; (tableau 2).

Tableau 2: Activités relatives des différentes GPx vis avis de différents substrats. Ces valeurs
sont exprimées en pourcentage par rapport aleur substrat préférentiel (100) (Chabory E.,
2009).

GPx1 | GPx2 | GPx3 | GPx4 | GPx5 | GPx6

1,0, 96 | 100 | 100 | 55 | ND | ND
Hydroperoxydede | 400 | 37 | 86 | 6 | ND | ND
tert-butyl
Hydroperoxyde de 0 02 | 27 | 100 | N | ND
phospholipides

Néanmoins pour GPx1, GPx2 et GPx3 le substrat H,O, reste préférentiel. Par contre, la
GPx4 est la seule capable d’agir directement sur les hydroperoxydes de phospholipides, les
autres interviennent apres clivage des hydroperoxydes par des phospholipases. Ces enzymes
utilisent le glutathion réduit comme donneur d’électron (Chabory E., 2009). A partir des

réactions suivantes :
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GPx
ROOH +2GSH —— GSSG+ROH+H,0

|

GSSG + 2 NADPHH" 2 GSH + 2 NADP"

Ce GSH est ensuite régénéré par la glutathion réductase avec comme cofacteur le
NADPH, H+. Elles sont induites par |’augmentation de la teneur en oxygene. Cette activation
est réalisée au niveau transcriptionnel conduisant a I’accumulation des ARNm (Chabory E.,
2009).

(a) GPx1

GPx1 est retrouvée au niveau du cytoplasme, du noyau et la mitochondrie (Franco P.,
2009). A été séquencée dans plusieurs especes telles que I'homme, la souris, le rat, le
lapin, la chévre...etc. Le gene humain de la GPx1 est localisé sur le chromosome 3. Dans
toutes les especes, il sagit d'une protéine tétramérique constituée de 4 sous unités identiques
de22 & 23 kDa avec chacune 4 héliceso et 4 feuillets f. Chague sous unité comporte un
atome de sélénium sous la forme d'un résidu sélénocystéine, La sélénocystéine est localisée
au centre d'une poche composée de deux résidus hydrophobes glutamine et tryptophane
distants I'un de l'autre dans la structure primaire et formant des liaisons hydrogéne avec le
sélénium. Ces troisrésidus congtituent la triade catalytique (Sec52, GIn87, Trpl65 dans
la séquence de la GPx1 érythrocytaire bovine), essentielle et caractéristique des GPx.
D'autres acides aminés sont importants car impliqués dans I'orientation correcte du
glutathion et sa liaison avec I'enzyme (les arginines en position 57, 103, 184, 185 et lalysine
en position 91). La masse moléculaire de la GPx1 varie selon |'espece. De 83 kDa dans les
érythrocytes bovins, elle est de 95 kDa dans les érythrocytes humains. Dans les plaquettes, la
GPx1 a une masse de 90 a 100 kDa et de 23 kDa en conditions dénaturantes (Carreras M.,
2004).

(b) GPx2

La protéine GPx2 est exprimée principaement dans le tractus gastro-intestinal et est
cytosolique. Le clonage du gene GPx2 en 1996. Chez I’homme et la souris montre la présence
de 2 exons. GPx1 et GPx2 ont des propriétés enzymatiques similaires en agissant sur les mémes
substrats H,O, et les acides gras hydroperoxydés et ont la méme localisation cytoplasmique.
Cependant GPx1 est ubiquiste alors que GPx2 est spécifique du tractus gastro-intestinal. Des
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études sur les doubles « knock out » GPx1 et GPx2 ont montré que GPx2 a un réle plus
important que GPx1 au niveau du tractus gastro-intestinal puisque les rats transgéniques
invalidés seulement pour GPx2 développent des tumeurs au niveau de I’intestin (Chabory E.,
2009).

(c) GPx3

GPx3 est extracellulaire (Franco P., 2009). Et est retrouvée mgjoritairement dans le
plasma. Elle est tétramérique et présente des sites de glycosylation. Son activité enzymatique
permet de réduire le peroxyde d’hydrogéne mais également les acides gras peroxydés. Le gene
gpx3 contient 5 exons et a été cloné pour la premiére fois chez I’homme. Bien que son ARNm
soit présent dans plusieurs types cellulaires, la protéine n’est retrouvée que dans le plasma, le
rein et I’épididyme (Chabory E., 2009).

(d) GPx4

GPx4 est liée aux membranes cellulaires ou €elle catadyse la régénération des
hydropéroxydes de phospholipide (Franco P., 2009). La GPx4 ou phGPx, spécifique des
hydroperoxydes lipidiques, est une enzyme antioxydante qui protége les membranes cellulaires
puisgu’elle est capable de réduire lesphospholipides peroxydés et les lipoprotéines
membranaires. Elle comprend 3 isoformes : une cytosolique c-GPx4, une mitochondriale (m-
GPx4) et une nucléaire (n-GPx4). Ces 3 formes sont issues du méme gene qui comprend 7
exons, et un exon aternatif situé entre I’exon 1 et 2 appelé. En permettant de distinguer laforme
nucléaire. Les souris homozygotes pour I’invalidation de ce gene présentent une |étalité
embryonnaire précoce. Par contre, la perte de la forme nucléaire n’est pas |étale, ce qui laisse
supposer un plus grand role des formes cytosoliques et mitochondriales dans I’embryogenese.
La forme nucléaire a également un rdle important dans la maturation des spermatozoides que
nous détaillerons plustard (Chabory E., 2009).

2.2.3.2. Glutathion réductase (GR)

La glutathion réductase (GR, EC1.6.4.2) (Ramel F., 2009). Cette enzyme catalyse
irreversiblement la réduction de GSSG en GSH. Elle fonctionne essentiellement avec du
NADPH comme cofacteur, et son substrat, le GSSG est tres spécifique. Dans la zone

physiologique du pH (6,6 a 7,5), I'affinité de I'enzyme vane respectivement de 15 pM a 6 pM
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pour le NADPH, et de 40 480 pM pour le GSSG. Le pH optimum de son activité se situe entre
pH 7,5 et 8,0. En régénérant du GSH (Acad C., 1984). Lors de laréaction suivante :

GSSG + NADPH,H"——» GSH + NADP'
Cette reaction est irréversible, ce qui explique pourquoi le glutathion disulfure, GSSG,
constitue généralement moins de 1% de glutathion total, I’augmentation du pool de GSSG au
cours d’un stress oxydant est généralement transitoire tant |I’action des glutathion réductases est
rapide (franco P., 2009).

La glutathion réductase requiert des niveaux élevées de NADPH pour réduire le
glutathion oxydé (GSSG) et restaurer ainsi les niveaux endogenes du glutathion réduit (GSH).
La diminution en NADPH entrave le cycle redox de régénération de GSH (Bouldjadj R.,
2009).

2.3. Lespoolsde glutathion et son turmover

Le glutathion existe sous forme réduite et sous forme de disulfure lorsgu’il est oxydeé.
Le plus souvent, les quantités totales de glutathion sont estimées avec la formule suivante :
glutathion réduit + 2 x glutathion oxydé. Cette formule ne prend pas en compte le glutathion
complexé aux protéines, qui représente environ 15% du pool total de glutathion (Blouet C.,
2006). Le glutathion est présent dans différents compartiments intracellulaires (cytosol,

noyau, mitochondries et réticulum endoplasmique) (Guelzim N., 2011). Les concentrations

intracellulaires les plus élevées sont retrouvées dans la mitochondrie (entre 5 et 11 mmoI.L'l),
qui contient environ 15% du glutathion intracellulaire total, et le cytosol/noyau (entre 0,5 et 10
mmol.L™). Le glutathion y est présent principalement sous forme réduite, et le ratio glutathion
oxydé/glutathion réduit est compris entre 1/30 et 1/100 Le réticulum endoplasmique ne
contient qu’une faible proportion du pool de glutathion intracellulaire et dans ce
compartiment, le ratio glutathion oxydé/glutathion réduit avoisine 1/3 (Blouet C., 2006).

La concentration de GSH est augmentée chez les mammiféres lors de traitement par les
métaux lourds comme le mercure, par des concentrations élevées en glucose, et de fortes
températures. De méme, la présence d’especes activées de I’oxygene et de I’azote, notamment
le peroxyde d’hydrogene et I’oxyde nitrique, induisent une augmentation de la quantité de
glutathion. Certaines composés endogenes modifient le pool de GSH tels que 15-deoxy-
prostaglandine J,, le 4-HNE et quelques lipoprotéines oxydées, en augmentant I’activité des
enzymes de synthese (Franco P., 2009). Le glutathion est présent a des concentrations
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différentes dans les organes. Le foie éant le producteur majoritaire, il en contient des
concentrations 3 fois plus importantes que celles retrouvés dans le rein, le poumon ou le
cerveau, autres organes impliqués dans le métabolisme du glutathion. Dans le plasma, le
glutathion est présent a des concentrations trés faibles, de I’ordre du micromolaire. Les niveaux
de glutathion sont stables dans |es organes extra-hépatiques, mais peuvent varier dans le foie en
réponse aux modulations nutritionnelles et au statut antioxydant de I’organisme. Les variations
du pool hépatique du glutathion et de son turnover sont principalement la conséquence de
I'équilibre entre une exportation de glutathion vers les organes extra-hépatiques, et une
synthese suffisante pour maintenir les niveaux hépatiques intracellulaires de glutathion
(Guelzim N., 2011).

Les concentrations hépatiques de glutathion indiquent |I’état des réserves en glutathion
de I’organisme, tandis gque les concentrations sanguines refléetent le niveau d’export hépatique
de glutathion, dont le réle est de maintenir les concentrations extra-hépatiques en glutathion.
Les pertes nettes de glutathion sont limitées et sont principalement la conségquence des
réactions de conjugaison qui aboutissent a la formation d’acide mercapturique, excrétés via
[’urine.

Le transport transmembranaire de glutathion est assuré par deux types de transporteurs,
les transporteurs sinusoidaux exprimés uniquement par les hépatocytes, et les transporteurs
canaliculaires ubiquitaires. Ces transporteurs permettent un flux bidirectionnel mais
fonctionnent principalement dans le sens d’une diffusion passive du glutathion du milieu
intracellulaire vers le milieu extracellulaire, du fait de I’important gradient de concentrations
existant entre I’intérieur et I’extérieur de la cellule. Dans des conditions physiologiques
normales, les concentrations intracellulaires en glutathion varient peu, elles sont la résultante
d’un systeme dynamique ou le turnover est important. Au niveau hépatique, réna et
pancréatique, la demi-vie du glutathion est de I’ordre de 2 a 3 heures. Ainsi chez I’animal,
I’administration d’un inhibiteur de la synthese de glutathion comme le D,L-Buthionine
sulfoximine induit une diminution trés rapide des concentrations hépatiques en glutathion,
rénales et pancréatiques, tandis qu’elles sont peu modifiées dans les autres organes (tableau 3).
Au niveau hépatique, le turnover du glutathion est principalement la consequence d’un export
important vers la circulation, compensé par une synthese de glutathion suffisante pour
maintenir les niveaux hépatiques intracellulaires de glutathion. Dans les autres organes, le
turnover du glutathion est la conséquence des flux importants d’entrée/sortie de la cellule par
I’intermédiaire du cycle du y-glutamyl. Ce cycle permet une utilisation efficace du glutathion
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en tant que source de cystéine, contréle les concentrations extracellulaires en glutathion et la

disponibilité extra-hépatique en cystéine (Blouet C., 2006).

Tableau 3 : Concentrations tissulaires en glutathion chez des souris aprés administration aigué
(expérience A) ou chronique (expérience B) d’un inhibiteur de la synthése de glutathion (Blouet
C., 2006).

Tissue GSH, pmol/g (%)

Tissue Control Exp. A* Exp. BY
Brain 2.08 £0.15 1.93 £ 0.11 (93) 1.74 £0.13 (84)
Heart 1.35 £ 0.10 1.19 +£ 0.14 (88) 0.20 +£0.05 (15)
Lung 1.52 + 0.13 1.42 + 0,09 (94) 0.79 + 0.07 (52)
Spleen 3.43 £ 0.35 3.46 £+ 0.07 (101) 1.73 +£0.18 (51)
Liver 768 £1.22 267 +1.15 (35) 426 +1.11 (56)
Pancreas 1.78 £ 0.31 0.81 £ 0.30 (46) 0.14 £0.06 (8)
Kidney 413 £ 0,15 0.756 £ 0.16 (138) 0.19 £0.06 (4)
Small intestine mucosa 2,94 + 0.16 240+ 0.36 (82) 1.64 +0.41 (56)
Colon mucosa 211 +0.19 1.83 £ 0.16 (87) 029 +0.14 (14)
Skeletal muscle 0.78 £ 0.05 0.52 £ 0.11 (67) 0.016 £ 0.009 (2)
Plasma, uM 284 +6.2 93 £38 (33) 91 +27 (32)

2.4. Principaux roles du glutathion

Le glutathion joue d’importants roles physiologiques (Chenot E., 2008). Les deux
principaux sont les suivants :
— agent antioxydant,

— agent de détoxication.

2.4.1. Agent antioxydant

Le glutathion réduit et le glutathion oxydé constituent un couple d’oxydoréduction dont
I’un des objectifs est de protéger les celules contre I’oxydation. Par cette propriété
d’oxydoréduction, le glutathion sert de coenzyme transporteur d’hydrogene destiné
principalement a maintenir les protéines dans leur état réduit. Dans le cas des globules rouges,
il empéche I’hémoglobine d’étre oxydée en méthémoglobine, laguelle est incapable de
transporter I’oxygene. Or I’oxygene est un élément indispensable a la vie mais peut dans
certains cas devenir un rée danger (Chenot E., 2008). Le glutathion est le principa

antioxydant non enzymatique endogene de I’organisme, en raison de sa capacité a capter
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directement et spontanément différentes espéces radicalaires. |l agit aussi en tant que cofacteur
de réactions enzymatiques antioxydantes catalysées par les différents isoformes de la glutathion
peroxydase (GPx), enzyme impliquée dans I’élimination des hydroperoxides et peroxides
lipidiques (Guelzim N., 2011). L’élimination des peroxydes par la glutathion peroxydase
produit du glutathion oxydeé, qui peut étre recyclé sous I’action de la glutathion réductase ou
exporté et eliminé par lerein (Blouet C., 2006).

Le GSH peut également réagir directement avec les radicaux libres, sans passer par la
voie enzymatique, comme le montrent les équations (1) et (2).

2GSH + 2R ——»2RH + 2GS (1)

GS+GS — > GSSG (2)
Le glutathion intervient également dans |’échange thiol/disulfure. (cf. équations (3) et (4))

RSSR’ + GSH—> RSSG + R’SH (3)

RSSG + GSH—RSH + GSSG (4)

Cette réaction d’échange est catalysée par les thiol-transférases. Sans ce processus de
réduction, les composés possédant un résidu cystéinyle (comme la plupart des enzymes)
peuvent étre oxydeés, entrainant ainsi un changement de I’activité catalytique pouvant conduire
a des disfonctionnements.

Les cellules sont trés sensibles & un changement de leur environnement. Le rapport
GSH/GSSG est un trés bon indicateur de I’environnement rédox de la cellule Ainsi, le

glutathion joue un role essentiel en tant qu’antioxydant (Chenot E., 2008).

2.4.2 Agent de détoxication

Les cellules sont en permanence exposées a des substances chimiques naturelles ou
synthétiques provogquant des dommages. On peut citer comme exemple les toxines, lafumée de
cigarette, les métaux lourds ou d’autres composés chimiques tels que les médicaments, les
pesticides, les conservateurs, etc. |l existe de nombreux mécanismes de détoxication comme la
réduction ou la conjugaison. Ce n’est que dans les années 1970 gue le glutathion a été reconnu
comme agent de détoxication car il se conjugue a ces substances, appelées généralement
xénobiotiques, rendant plus facile leur élimination par I’organisme (Chenot E., 2008).

Laliaison y-glutamyl ainsi que lafonction thiol du GSH lui conferent une fonction de la
détoxification des métaux lourds et autres xénobiotiques par action directe ou indirecte
(Nzengue Y., 2008). Ces xénobiotiques sont des composés qui ne sont pas normalement
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présents dans I’organisme (Chenot E., 2008). Le GSH forme des complexes avec les métaux
dans des réactions non-enzymatiques. Le GSH est un des meilleurs ligands pour les métaux (le
mercure, I'argent, le cadmium, I'arsenic, le plomb, 1'or, le zinc et le cuivre) et joue un role
important dans leur transporte, leur stockage et leur métabolisme Clest le groupement
stulhydryle du résidu Cys qui confere au GSH ces propriétés (Bernard D., 2005). Le cadmium
(Cd), par exemple, est bien connu pour sa toxicité sur les organismes vivants. Le glutathion
peut agir directement sur lui, par complexation, ou sur les radicaux libres (ROS) générés suite a
un stress oxydant produit par le Cd. Ces différentes actions du glutathion permettent de
protéger la cellule contre la toxicité de ce métal. D’autres métaux peuvent également se
complexer avec le glutathion comme le plomb, le zinc ou le cuivre (Chenot E., 2008).

Les glutathion S-transférases (GST) font partie des enzymes de détoxication car elles

catalysent la conjugaison du GSH avec les substances électrophiles pour former des conjugués
du glutathion (GS-X) (Chenot E., 2008). Ces derniers sont moins réactives, plus hydrosolubles
et par conséquent plus facilement éliminables. Cette réaction de conjugaison des espéces
électrophiles au GSH se fait de maniéere spontanée ou catalysée par la famille des enzymes
GST. Les conjugués au GSH sont genéralement éliminés des cellules et dans le cas des
hépatocytes sont excrétés danslabile (Bernard D., 2005).
L’élimination de ces composes se fait grace aux "pompes pour |’export des dérivés S-modifiés’
(pompes GS-X), c’est a dire par transport hors de la cellule et par dégradation.(figure 22) Le
processus de dégradation, représenté sur le schéma ci-dessus, est le méme que lors de la
dégradation du glutathion. Une fois le GSH-conjugué formé, la y-glutamyl transpeptidase va
couper le motif y-glutamyl de ce complexe pour ne laisser que le motif cysteinglycine S-
substitué. Le dipeptide sera ensuite coupé par la dipeptidase pour donner la glycine et la
cystéine S-substituée. Cet acide aminé S-substitué sera N-acétylé par I’intervention de la N-
acétylase (présente dans les reins) pour donner un acide mercapturique. Ces acides sont stockés
dans les reins pour étre ensuite éliminés dans les urines. Cependant, cette éimination des
xénobiotiques entraine la perte irréversible du résidu L-cystéine du GSH. Ceci a un cété néfaste
car comme nous I’avons vu, c’est I’acide aminé limitant dans la synthése du glutathion
(Chenot E., 2008). La transformation du conjugué en acide mercapturique commence dans la
bile, I'intestin ou les reins mais la formation du conjugué N-acétylé alieu généralement dans les
reins (Bernard D., 2005).
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Figure 22 : Détoxication par |e glutathion des xénobiotiques par conjugaison et formation d’un
dérivé de I’acide mercapturique (Chenot E., 2008).

Chez I’lhomme, le principa organe de détoxication est le foie. Il est le réservoir de la
plus grande concentration en glutathion dans le corps. Contrairement aux autres organes, il peut
synthétiser la L-cystéine ou la puiser directement dans I’aimentation. Des études montrent que
de bas niveaux de GSH ménent a une diminution de I’activité du foie, amenant ainsi de plus en
plus de toxines a circuler dans le corps et provoquant ainsi des dommages aux cellules et aux
organes (Chenot E., 2008).

2.5. Glutathion et apoptose

L apoptose est une mort cellulaire physiologique, génétiquement programmée,
nécessaire a la survie des organismes pluricellulaires. Elle est en équilibre constant avec la
prolifération cellulaire. L’apoptose peut étre induite par les EOR qui agissent aussi bien sur la
voie mitochondriale que sur la voie des récepteurs de mort (figure 23) (Chabory E., 2009).

La voie mitochondriale suite a un signal apoptotique (Iésion, perturbation,...), le gene
p53 est activé donnant ainsi 1’ordre a la protéine BAX de migrer vers la mitochondrie. Cette
migration entraine généralement I’expulsion de cytochrome C (CytC). Cependant, la présence
de Bcl-2 ala surface de la mitochondrie module la perméabilité de cette derniere. Cette protéine
a pour effet de controler la libération de CytC. Dans le cas de |I’apoptose (second cas), le CytC
est expulsé dans le cytosol et vaformer un complexe avec Apafl et la Procaspase 9 qui activera
la Caspase 9. Cette derniére, étant une caspase initiatrice, va permettre I’activation de la

Caspase 3 (caspase effectrice) qui va déclencher |I’apoptose (Chenot E., 2008).
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Figure 23 : Schéma des voies apoptotiques mitochondriales et des récepteurs de mort induites
par les EOR (Chabory E., 2009).

La deuxiéme voie est celle des récepteurs de mort. Elle est dépendante d’une famille de
récepteurs : les récepteurs aux TNF (Tumor Necrosis Factor). Des traitements avec des
antioxydants comme la N-acétylcystéine bloguent |’activation de ces récepteurs ce qui suggere
un réle fonctionnel des EOR dans cette activation. Les récepteurs aux TNF présentent un motif
commun, riche en cystéine trouvé dans le domaine extracellulaire qui pourrait étre important
pour leur activation par les EOR et qui est nécessaire pour induire |’activation des caspases. Le
récepteur Fas appartenant a la famille des récepteurs TNF est induit par les EOR dans les
monocytes ce qui renforce le réle des EOR dans I’activation de la voie des récepteurs de mort.
Une fois ces récepteurs actives, les protéines d’association TRAD et FAD s’apparient sur la
partie intracellulaire du récepteur. Ce complexe permet le recrutement de la procaspase 8 et son

activation par clivage. La caspase 8 clive a son tour la caspase 3, qui provogue la fragmentation
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de I’ADN par I’intermédiaire de CAD. La caspase 3 est donc une protéine commune aux deux
voies de |I’apoptose. Par la suite elle peut activer la caspase 7, qui va cliver PARP (Poly ADP-
Ribose Polymérase) et la rendre inactive. Cette proténe induit la réparation de I’ADN par
synthése d’un polymere d’ ADP-ribose sur divers facteurs nucléaires généralement associés ala
chromatine (systeme de réparation de I’ADN) ou sur elle-méme. Ces modifications contribuent
a la survie de la cellule (Ame et al., 2004) et I’inactivation de PARP contribue donc a
I”apoptose (Chabory E., 2009).

L ’apoptose peut également étre régulée par un état redox de la cellule ou par la présence
directe des espéces intermédiaires oxygénées réactives (ROS).Or, nous avons vu que le
glutathion est le compose principa qui détermine le potentiel redox intracellulaire et qui permet
I’élimination des ROS.

Ces derniéres années, de nombreuses recherches ont montré que la concentration de
glutathion intracellulaire intervient dans le phénomene d’apoptose. En effet, comme cela a été
montré, une trop faible concentration en glutathion est associée a de nombreuses maladies liées
al’apoptose (Alzheimer, hépatite C, diabéte (typell), cataractes,...) (Chenot E., 2008).
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Conclusion générale

Le stress oxydant est un syndrome résultant d'un déséquilibre entre les systémes de
défense antioxydants et la production de radicaux libres oxygénés. Ce déséquilibre peut avoir
diverses origines:. déficit nutritionnel en antioxydant, surproduction endogene dorigine
inflammatoire, exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants. Pour y faire face
I'organisme dispose d'enzymes antioxydants codés par un génome permettant une adaptation a
une dose raisonnable de radicaux de |'oxygene.

Le stress oxydant se traduit aussi par une modification des concentrations en
antioxydants (glutathion, ascorbate, tocophérol), mais surtout du rapport entre forme réduite et
oxydée de ces composeés.

L es antioxydants sont des agents redox qui réagissent avec les oxydants et stoppent ou
ralentissent le processus d'oxydation, et ainsi régulent I'équilibre redox cellulaire. Par
conséquent, le concept d'une thérapie a l'aide d'antioxydants, dans le but de renforcer les
défenses antioxydantes endogenes pour une protection plus efficace contre le stress oxydant,
représente un enjeu thérapeutique important d'intérét scientifique et public. Parmi les différents
antioxydants, les plus connus sont les enzymes SOD, catalase et glutathion peroxydase, les
vitamines C et E, et |le glutathion. D'autres antioxydants comme les bioflavonoides, les
antioxydants minéraux (cuivre, zinc, manganese et le sélénium) peuvent auss défendre de
facon synergique |'organisme contre le stress oxydant (Belkheiri N., 2010).

Le systéme antioxydant du glutathion est le mécanisme de protection cellulaire le plus
important. La diminution de cette petite molécule est une conséquence répandue de la
formation accélérée des espéces d’oxygene réactives durant les activités cellulaires soutenues.
L e phénomeéne peut se produire dans les lymphocytes pendant le développement de la réponse

immunitaire et dans les cellules musculaires durant un exercice vigoureux.
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Résumé

Pour étudier le glutathion dans I’organisme et pour déterminer son réle comme antioxydant et
détoxification, nous avons traité le stress oxydant qui est la déséquilibre de la balance oxydants-antioxydants en
faveur des oxydants. Il se développe lorsque les radicaux libres, des molécules oxydantes, sont produits plus
rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés par I'organisme. Les radicaux libres sont des especes chimiques
(atomes ou molécules) possédant un électron célibataire. Cette propriété les rend aptes a réagir avec des
molécules lors de réactions en chaine. Il retrouvera sa stabilité en participant a des réactions chimiques dont la
conséquence est 1'oxydation des lipides membranaires, 'oxydation des acides aminés composant les protéines.
Les cellules des mammiféres ont congu de nombreux mécanismes pour prévenir ou traiter les incidents
préjudiciables pouvant résulter des sous-produits oxydatifs normaux du métabolisme cellulaire. Le « systeme
antioxydant du glutathion » est le protecteur endogene le plus important parce qu’il participe directement a la
destruction des composés d’oxygene réactifs par la peroxydase du glutathion et qu’il maintient les vitamines C
et E dans des formes actives réduites. En outre, le glutathion neutralise les composés étrangers dans une
réaction catalysée par les transférases du glutathion. Pour ces raisons, le glutathion cellulaire joue un role de
premier plan dans la défense de I’organisme contre ’infection, les radicaux libres et les cancérogenes. Il n’est

pas étonnant que le foie, organe principal de détoxification et d’¢élimination des substances toxiques, détienne la

plus forte concentration de glutathion

Mots clés : stress oxydant, Les radicaux libres, Le systéme antioxydant, glutathion, détoxification
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