Stress oxydant

Quelles sont les propriétés chimiques des espéces réactives de I'oxygene ?
Comment détecter les espéces réactives de I'oxygene in vitro et in vivo?



Plan
1. Formes réactives de I'oxygéne.
1. Détection in vitro

1. Détection in vivo



L'oxygene et ses formes reactives

L’oxygéne sous forme O,, est un gaz indispensable a la vie pour de nombreuses
especes.

lls existent des formes dites toxigues, appelés ERO soit especes réactives de
loxygene.

o H202 + 1e- — OOH + _OH

® 02 + 16‘ — 020_



Potentiel standard

°OH/H,O possede le potentiel standard le
plus éleveé (2,34 V)

0,/0,°- possede le potentiel le plus faible des
ERO avec un potentielde (- 0,33V)

Le superoxyde appartient également au

couple O,°-/H,0,, de potentiel standard
(0,93V)
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Vitesse de réaction, stabilité

Réactions chimiques classiques: 102 et 102 molt.L.s~ —> nécessite un apport en énergie.

°0OH avec les substrats biologiques: 108 et 101 mol?.L.s™*

® [aible duréedevie 10-*s —> ne se diffuse quasiment pas au sein des milieux biologiques, réagit

sur le lieu méme de sa production.
> Toxicité extréme

0O,°~ avec les substrats biologiques : <102 mol-*.L.s™!

e Dismutationde O,°~: 6.10°mol-t.L.sta ph=7 a I'aide du SOD
> Formationde H,0,



Espéces réactives de 'Oxygene (ERO)

Formation des especesau cours du processus de réduction:
- 05" :Radicalanion superoxyde.
- HEOE : Peroxyde d’hydrogéne.

- 'OH : Radicalhydroxyle.

Intermédiaires réactifs ou activés de 'oxygéne —> Beaucoup plus réactif que 'oxygéne.

Mauvaise régulation de ces especes= Désequilibre =>STRESS OXYDANT.



Production enzymatique

Réaction globale de réductionde 'oxygéne :

+e +e (+2 HY +e +e (+H"
0, — 0O —_— H,0; =—» °OH(+ OH) =—» H;0
dioxvedne radical peroxyde radical
Y& superoxyde d'hydrogéne hydroxyle
o , X , s . . _ N
- 2% de 'oxygene subit une réaction mono électronique : O, +1e -0,
- Reégulation par la SOD: SOD, 2 H*

02.- + 02.- — H202 + 02
- Reéactionde Fenton:

H,0, + Fe?* — 'OH + Fe3* + "OH



Radiolyse de l'eau

Etudes physico-chimique des phénomeénes radicalaires.

"OH, H’, (Hz, H20;)
N,O 5.6 0,6
HCOO
H;0 = “OH, H', ¢4, (H;, H;0,, H") 'Tl" HO,"/0,%, (Hz, H202)
2.8 0.6 2.8 2 6,2

0,

‘OH, HO:'/0:", (Hz, H203)

Espéces radicalaires
2.8 34

Rendements (10 qmul,ll g

Rendementradiolytique :

n n : Nombre de moles formées.
Rdt = —

E E : Energie absorbée par mole.



Détection des radicaux libres (in vitro)

Détection du radical hydroxyle (HO*) par méthode directe
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Détection du radical hydroxyle (HO*) par méthode indirecte

La méthode indirecte de détection des radicaux consiste a pieger le radical étudie par
une sonde pour former un produit stable et quantifiable par fluorescence.

Une bonne sonde doit satisfaire les conditions suivantes :

concentration en produit final proportionnelle a la quantité de HO- formée

sélectivité vis-a-vis de HOe la plus grande possible

réactions avec les autres espéces réactives susceptibles d’accompagner HO- établi

produit final étudié stable chimiquement pour observation sur des temps longs



Détection du radical hydroxyle (HO*) par méthode indirecte

La méthode est basée sur la réaction du radical hydroxyle avec un composé
aromatique dont le produit fluoresce apres irradiation (662 keV).

Coumarine Ombelliférone

N COOH OH- N o
|
o O HO 0 0

Inconvénient :

Pourcentage de produit fluorescent formé par HO- : 5-11%
- o Le radical hydroxyle peut réagir avec tous
Forte fluorescence bleue de 'Ombelliiférone (émission a 450 nm) les aromatiques qu'il rencontre, cette
_ methode ne peut donc pas étre utilisee
Ordre de grandeur constantes de réaction : 2x10° - 2x101° L/mol/s en milieu cellulaire.



Détection des radicaux libres (in vivo)

Pour détecter et piégerles radicaux libres dans les systemes biologiques, il est nécessaire d'utiliserdes

molécules capables deles capturer a l'intérieur des cellules.
Cette capture peut étre réalisée au moyen d'un agent de piégeage ou en utilisant des anticorps

spécifiques.

Exemples pour détection:

1. SpinTrappinget Spectroscopie ESR/RPE

2. Immuno-Spintapping
3. Détection Combinée IST et mMMRI



Spin Trapping et Spectroscopie ESR/RPE

Les agents de piégeage de spin (nitrones) peuvent étre utilisés pour piégerles composés
radicaux libres (R-) afin de formerun adduit de spin (nitroxyde ou aminoxyle), détecté ensuite

par spectroscopie RPE.

DMPO |
(nitrone)

R. A. Towner; N. Smith Antioxidants & Redox Signaling 2018 28:15,1404-1415

Inconvénient :

les agents de piégeage
sont de courte durée en
raison des processus
réducteurs et/ou oxydatifs
dans les systemes
biologiques.



Immuno-Spin tapping (IST approach)

L'anticorps anti-DMPO est attaché a un colorant fluorescent, ce qui permetla détectionin vitro des
adduits radicaux DMPO piégés.

H.C
iy R + @- Anti-DMPO Ab
3
N
|.

Avantage:
@) L'anticorps qui
reconnait le adduit de
DMPO-R spin DMPO, quel que
soit I'état

oxydatif/réducteur des

adduits radicaux piégés
@ - IST-R

R. A. Towner; N. Smith Antioxidants & Redox Signaling 2018 28:15,1404-1415



Détection Combinée IST et mMRI (in vivo)

Oxidative Stress

© Free radicals
Un agent: DMPO capture les radicaux l

libres.
‘R Membrane-bound

En paralléle, une sonde IRM, la sonde anti- DMPO cadiasl Anti-DMPO
DMPO, est administrée. V. probe
Elle integre un anticorps ciblant les adduits '}' H >

radicaux du DMPO ainsi qu'un agent de 0 [ 5 [

contraste IRM, facilitant ainsi la détection
spécifique des adduits radicaux libres. V. R E Bound Anti-

N DMPO probe

('3 in tissue

DMPO-MBR
adduct

R. A. Towner; N. Smith Antioxidants & Redox Signaling 2018 28:15,1404-1415
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