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RESUME : Vu I'enthousiasme que portent de nombreux pathologistes et cliniciens & la production des
formes activées de I'oxygéne lors de diverses maladies, le présent travail rappelle, sous forme de syn-
thése, la nature chimique et la réactivité de I'oxygene. Il explique la formation des espéces activées déri-
vées de 'oxygéne et de 'azote, leurs mécanismes de production in vivo et leurs effets physiologiques et
toxiques, en soulignant un aspect récent : leur réle dans la signalisation cellulaire et 'apoptose.
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INTRODUCTION

La réactivité de 1'oxygene et ses pos-
sibilités de produire des dérivés oxy-
dants ont été méconnues jusqu'aux
années 60 ; l'oxygene était reconnu
comme un élément nécessaire a la vie
aérobie, mais considéré comme un
simple " substrat" destiné a recevoir 4
électrons en provenance de la chalne
respiratoire mitochondriale et a étre
réduit en eau. La question de sa réac-
tivité avec la matiére vivante, et de sa
toxicité suscitait peu dintérét. Les
radiobiologistes furent les premiers a
l'envisager sous un aspect "toxique"
en le faisant " intervenir " dans le trai-
tement des tumeurs. Depuis quelques
dizaines d'années, la fagon de consi-
dérer l'oxygene s'est transformée et
on admet qu'il existe un métabolisme
de l'oxygeéne gouverné par des
enzymes spécialisées, avec des possi-
bilités d'erreurs de métabolisation
conduisant & la formation excessive
d'especes dérivées dangereuses, les
ROS (reactive oxygen species), dési-
gnées aussi sous d'autres sigles
comme ROI (reactive oxygen inter-
mediates).

Les études sur les ROS se sont multi-
pliées apres les travaux de Fridovich
sur l'anion superoxyde (McCord et
Fridovich, 1968; Fridovich, 1978) et
se sont compliquées par l'arrivée de la
famille des reactive nitrogen species
(RNS, parfois aussi désignées sous le
sigle RNI, reactive nitrogen interme-
diates) avec pour premier maillon le
radical monoxyde d’azote ("NO). En
réalité, les RNS sont un sous-groupe
des ROS, puisque le *NO contient
déja I'atome d'oxygene, que la forma-
tion des dérivés du *NO dépend de la
présence de 1'oxygene et que les RNS
contiennent toutes un ou plusieurs
atomes d'oxygene. Dans ce texte,
nous utiliserons RNOS (reactive
nitrogen oxygen species) pour dési-
gner l'ensemble des " especes acti-
vées dérivées de l'oxygene et de
l'azote ". Depuis quelques années,
aussi bien en médecine humaine que
vétérinaire, les RNOS sont considé-
rées comme intervenant dans la phy-
siopathologie de nombreuses patho-
logies tant inflammatoires et aigués
que dégénératives et chroniques
(Serteyn et al., 1990 ; Goode et
Webster, 1993 ; van der Vliet et al.,

1999 ; Hensley et al., 2000; van der
Vliet et Cross, 2000; Lamy et al.,
2001). L’analyse des données de la
littérature dans ce domaine fait appa-
raitre de nombreuses imprécisions et,
souvent, les notions chimiques de
base sont négligées ou carrément
erronées. En outre, les opinions cou-
rantes sur le danger des espeéces radi-
calaires sont généralement exagérées.
Rappelons ici 'avis de Stubbe (1990)
qui considére comme faux le raison-
nement qui présente tout radical libre
comme une espéce toujours haute-
ment réactionnelle et incontrdlable,
uniquement responsable de destruc-
tion, sans role métabolique. L’ objectif
de ce travail est de rappeler, sous
forme de synthése, les éléments de
base de la biochimie de 1’oxygeéne, la
formation des RNOS, en insistant sur
I’équilibre oxydo-réducteur de la cel-
lule, et leur role dans la transduction
du signal intracellulaire et 1’apoptose.
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LA NATURE CHIMIQUE ET LA
REACTIVITE DE L’'OXYGENE

L’oxygene réagit avec la matiére
vivante soit en acceptant des élec-
trons soit en se fixant sur la matiére
organique: dans le premier cas, on
parle d’oxydations, dans le second
cas d’oxygénation. La captation par
I’oxygeéne de deux atomes d’hydro-
geéne avec leur électron pour former
une molécule d’eau (H,O) constitue
le cas d’oxydation le plus connu et la
"fixation" de 1’0, sur un carbone
pour former CO, est un exemple
d’oxygénation. Mais pour réaliser
oxydations et oxygénations, 1’oxy-
gene doit franchir une barriére éner-
gétique importante, puisqu’il est nor-
malement inerte face a la matiere
vivante, absence de réaction qui
explique sa teneur élevée (21 %) dans
I’atmosphére. Sans cette barriere
énergétique conduisant a ’interdic-
tion réactionnelle, I’oxygéne aurait
disparu de I’atmospheére terrestre
(comme c’est le cas pour le chlore).

La chimie moderne explique cette
inertie de I’oxygene par sa structure
totalement inhabituelle. Contrai-
rement a la plupart des molécules
dans lesquelles les électrons sont
groupés par paires (ils sont appariés),
I’oxygeéne fondamental diatomique
(O,) est biradicalaire, puisque deux
de ses €lectrons ne sont pas appariés
(ils sont célibataires et non libres
comme on 1’écrit souvent abusive-
ment). L’O, est dit "a I’état triplet",
tandis que les molécules avec tous
leurs électrons appariés sont dites "a
I’état singulet" et que les molécules a
un seul électron célibataire sont dites
"a 1’état doublet".

Les notions d’état singulet, doublet
et triplet

Pour comprendre ces expressions
d’état triplet, doublet et singulet, il
faut retourner a 1’origine de leur
découverte et rappeler certaines
étapes du développement de la chi-
mie quantique. Faisant suite aux
observations de luminescence faites
par Crookes, de nombreuses études
expérimentales sur les phénomeénes
d’émission lumineuse par les gaz
soumis a une tension €lectrique furent
entreprises apres la premiére guerre
mondiale, et Lynen parvint a établir
une regle empirique pour ordonner
certaines des séries de raies observées
lorsqu’on excite I’hydrogene.
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Zeeman eut I’idée de placer le tube ol
se produisaient les phénomeénes lumi-
nescents dans un champ magnétique
et observa que, la ot pour certains
gaz le spectrographe ne montrait
qu’une seule raie, la présence du
champ magnétique pouvait transfor-
mer cette raie. Tantot la raie dispa-
raissait et faisait place a deux raies
identiques disposées symétriquement
autour de I’endroit précédemment
occupé (le méthane par exemple).
Tant6t la raie subsistait, mais s’entou-
rait de deux raies satellites (ce qui se
passe pour I’oxygene). Il y avait aussi
des gaz, comme le néon, dont les
raies restaient inchangées malgré le
champ magnétique. C’est de 1a que
sont nés les termes singulet (une
raie), doublet (deux raies) et triplet
(trois raies).

Les travaux scientifiques en méca-
nique quantique permirent ensuite de
mettre de 1’ordre dans toutes les
observations réalisées par les "empi-
ristes" et d’énoncer certaines régles
que les spécialistes peuvent démon-
trer par le calcul. Celles qui nous inté-
ressent ici ont ét€ énoncées par Pauli:

* dans une portion de 1’espace-

temps, appelée orbitale, peuvent

exister 0, 1 ou 2 électrons;

la régle de Hund nous apprend que,

pour un nombre d’électrons donnés

appartenant a un atome, le maxi-
mum d’orbitales sera occupé;

* troisicmement, lorsque deux élec-
trons coexistent dans une méme
orbitale, ils orientent leur vecteur
spin de maniere opposée (en anti-
parallele).

Pour vulgariser la notion de spin, on a
souvent comparé I’électron a une tou-
pie (le mot anglais spin signifie
d’ailleurs toupie). La rotation de
I’électron, masse électrique, engendre
un vecteur magnétique, le spin, per-
pendiculaire au plan de rotation,
orienté vers le haut ou vers le bas. La
valeur du spin est définie comme
égale a 1/2 (figure 1 A).

Dans les expériences de Zeeman, le
champ magnétique, en interagissant
avec les spins électroniques, produi-
sait des effets de dédoublement des
raies d’émission de certains éléments
ou composés. On comprit ensuite que
les gaz dont le spectre restait
inchangé étaient formés d’atomes
dont tous les électrons étaient appa-
riés deux par deux, avec leur spin en
position antiparalléle (orienté dans la
direction opposée) donnant une résul-

tante magnétique nulle. Dans le cas
des gaz ol une raie se dédoublait, on
put démontrer que ce dédoublement
était associ€ a la présence d’un (et un
seul) électron non apparié (appelé
aussi €lectron célibataire). Dans le
cas de I’oxygene ou apparaissaient
trois raies, on démontra la présence
de deux électrons célibataires. On en
arriva alors a énoncer une équation
simple, la regle de multiplicité
(M) : M =2S +1 ou S est la somme de
tous les spins des €lectrons présents
dans un atome ou une molécule. Il est
évident que la ou tous les électrons
sont appariés S = 0 : cet état est
appelé singulet et concerne la plus
grande partie des molécules de notre
biosphére. Dans le cas des atomes
présentant un électron célibataire, S
sera égal a 1/2 et M = 2 ; ce sont des
radicaux libres, ne comportant qu’un
seul électron non apparié, et cet état
est appelé 1’état doublet. Les anglo-
saxons, qui ont tendance a abréger,
parlent des radicaux libres comme
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Figure 1:

1A : Notion de spin électronique

La rotation de I’électron crée un moment magnétique,
le spin s (représenté par la fleche sur la figure), per-
pendiculaire au plan de rotation, et auquel sont attri-
buées les valeurs + 1/2 ou — 1/2 selon I’orientation.
Un changement de 1’orientation du spin nécessite une
Sourniture d’énergie et n’est donc pas spontané (régle
de restriction du spin).

1B : Structure électronique de la molécule d’oxy-
gene diatomique fond 1(0,), obt a partir
d’oxygene.

de la combinaison des deux at
L’atome d’oxygéne posséde 8 électrons répartis sur
lorbitale 1s (couche n = 1) et sur les 4 orbitales des
sous-couches 2s et 2p (couche externe, n = 2); chaque
orbitale peut contenir au maximum deux électrons
(avec leur spin en position antiparalléle). En fonction
de la régle de Hund, le maximum d’orbitales de méme
énergie sera occupé et I’atome d’oxygéne a deux élec-
trons non appariés.

Les orbitales (liantes s et p; antiliantes s* et p*) de la
molécule d’oxygéne sont obtenues par combinaison
des orbitales des atomes d’oxygéne et sont occupées
dans le respect de la régle de Hund, laissant deux
électrons non appariés et faisant d’O, une molécule a

létat triplet.



LA NATURE CHIMIQUE ET LA
REACTIVITE DE L’OXYGENE

L’oxygeéne réagit avec la matiére
vivante soit en acceptant des élec-
trons soit en se fixant sur la matiére
organique: dans le premier cas, on
parle d’oxydations, dans le second
cas d’oxygénation. La captation par
I’oxygeéne de deux atomes d’hydro-
geéne avec leur électron pour former
une molécule d’eau (H,O) constitue
le cas d’oxydation le plus connu et la
"fixation" de IO, sur un carbone
pour former CO, est un exemple
d’oxygénation. Mais pour réaliser
oxydations et oxygénations, 1’0xy-
gene doit franchir une barriére éner-
gétique importante, puisqu’il est nor-
malement inerte face a la matiére
vivante, absence de réaction qui
explique sa teneur élevée (21 %) dans
I’atmosphere. Sans cette barriére
énergétique conduisant a 1’interdic-
tion réactionnelle, 1’oxygeéne aurait
disparu de 1’atmosphére terrestre
(comme c’est le cas pour le chlore).

La chimie moderne explique cette
inertie de 1’oxygeéne par sa structure
totalement inhabituelle. Contrai-
rement a la plupart des molécules
dans lesquelles les électrons sont
groupés par paires (ils sont appariés),
I’oxygene fondamental diatomique
(0,) est biradicalaire, puisque deux
de ses électrons ne sont pas appariés
(ils sont célibataires et non libres
comme on 1’écrit souvent abusive-
ment). L’O, est dit "a I’état triplet",
tandis que les molécules avec tous
leurs électrons appariés sont dites "a
I’état singulet" et que les molécules a
un seul €lectron célibataire sont dites
"a I’état doublet ".

Les notions d’état singulet, doublet
et triplet

Pour comprendre ces expressions
d’état triplet, doublet et singulet, il
faut retourner a 1’origine de leur
découverte et rappeler certaines
étapes du développement de la chi-
mie quantique. Faisant suite aux
observations de luminescence faites
par Crookes, de nombreuses études
expérimentales sur les phénomenes
d’émission lumineuse par les gaz
soumis & une tension électrique furent
entreprises apres la premiére guerre
mondiale, et Lynen parvint & établir
une regle empirique pour ordonner
certaines des séries de raies observées
lorsqu’on excite I’hydrogene.
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Zeeman eut I’idée de placer le tube ot
se produisaient les phénomeénes lumi-
nescents dans un champ magnétique
et observa que, 1a oll pour certains
gaz le spectrographe ne montrait
qu’une seule raie, la présence du
champ magnétique pouvait transfor-
mer cette raie. Tantot la raie dispa-
raissait et faisait place a deux raies
identiques disposées symétriquement
autour de I’endroit précédemment
occupé (le méthane par exemple).
Tant6t la raie subsistait, mais s’entou-
rait de deux raies satellites (ce qui se
passe pour I’oxygene). 1l y avait aussi
des gaz, comme le néon, dont les
raies restaient inchangées malgré le
champ magnétique. C’est de 1a que
sont nés les termes singulet (une
raie), doublet (deux raies) et triplet
(trois raies).

Les travaux scientifiques en méca-
nique quantique permirent ensuite de
mettre de 1’ordre dans toutes les
observations réalisées par les " empi-
ristes" et d’énoncer certaines regles
que les spécialistes peuvent démon-
trer par le calcul. Celles qui nous inté-
ressent ici ont ét€ énoncées par Pauli :

* dans une portion de 1’espace-
temps, appelée orbitale, peuvent
exister 0, 1 ou 2 électrons;

* laregle de Hund nous apprend que,
pour un nombre d’électrons donnés
appartenant & un atome, le maxi-
mum d’orbitales sera occupé ;

* troisitmement, lorsque deux élec-
trons coexistent dans une méme
orbitale, ils orientent leur vecteur
spin de manieére opposée (en anti-
parallele).

Pour vulgariser la notion de spin, on a
souvent comparé 1’électron a une tou-
pie (le mot anglais spin signifie
d’ailleurs toupie). La rotation de
I’électron, masse électrique, engendre
un vecteur magnétique, le spin, per-
pendiculaire au plan de rotation,
orienté vers le haut ou vers le bas. La
valeur du spin est définie comme
égale a 1/2 (figure 1 A).

Dans les expériences de Zeeman, le
champ magnétique, en interagissant
avec les spins €lectroniques, produi-
sait des effets de dédoublement des
raies d’émission de certains éléments
ou composés. On comprit ensuite que
les gaz dont le spectre restait
inchangé étaient formés d’atomes
dont tous les électrons étaient appa-
riés deux par deux, avec leur spin en
position antiparalléle (orienté dans la
direction opposée) donnant une résul-

tante magnétique nulle. Dans le cas
des gaz oil une raie se dédoublait, on
put démontrer que ce dédoublement
était associé a la présence d’un (et un
seul) électron non apparié (appelé
aussi €lectron célibataire). Dans le
cas de I’oxygéne ol apparaissaient
trois raies, on démontra la présence
de deux électrons célibataires. On en
arriva alors a énoncer une équation
simple, la regle de multiplicité
(M) : M =28 +1 ou S est la somme de
tous les spins des électrons présents
dans un atome ou une molécule. 11 est
évident que 1a ou tous les électrons
sont appariés S = 0 : cet état est
appelé singulet et concerne la plus
grande partie des molécules de notre
biosphere. Dans le cas des atomes
présentant un €lectron célibataire, S
sera égal a 1/2 et M = 2 ; ce sont des
radicaux libres, ne comportant qu’un
seul électron non apparié, et cet état
est appelé 1’état doublet. Les anglo-
saxons, qui ont tendance a abréger,
parlent des radicaux libres comme
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Figure 1:

1A : Notion de spin électronique

La rotation de I’électron crée un moment magnétique,
le spin s (représenté par la fleche sur la figure), per-
pendiculaire au plan de rotation, et auquel sont attri-
buées les valeurs + 1/2 ou — 1/2 selon ’orientation.
Un chang t de I'orientation du spin nécessite une
Sfourniture d’énergie et n’est donc pas spontané (régle
de restriction du spin).

IB : Structure électronique de la molécule d’oxy-
géne diatomique fond. tal (0,), obt a partir
de la combinaison des deux atomes d’oxygéne.
L’atome d’oxygéne posséde 8 électrons répartis sur
Uorbitale 1s (couche n = 1) et sur les 4 orbitales des
sous-couches 2s et 2p (couche externe, n = 2); chaque
orbitale peut contenir au maximum deux électrons
(avec leur spin en position antiparalléle). En fonction
de la régle de Hund, le maximum d’orbitales de méme
énergie sera occupé et I’atome d’oxygeéne a deux élec-
trons non appariés.

Les orbitales (liantes s et p; antiliantes s* et p*) de la
molécule d’oxygéne sont ob. par combinai.
des orbitales des atomes d’oxygéne et sont occupées
dans le respect de la régle de Hund, laissant deux
électrons non appariés et faisant d’O, une molécule &

’état triplet.



des doublets (a ne pas confondre avec
les doublets électroniques mis en jeu
dans la liaison chimique). Pour les
corps qui présentent trois raies, on
met en évidence par calcul qu’il y a
deux électrons célibataires sur I’édi-
fice et qu’ils possedent une M =3 [2
(1/2 +1/2) + 1 = 3]. Les dénomina-
tions singulet, doublet et triplet,
basées sur la spectrographie, répon-
dent donc a une valeur de M égale
respectivement a 1, 2 et 3.

L’oxygene diatomique fondamental
(O,) est a I'état triplet (M = 3) et pos-
sede donc deux électrons non appa-
riés (Hamilton, 1974). La figure 1B
détaille la structure électronique
d’0,. Mais I’oxygene fondamental a
I’état triplet peut devenir singulet si
I’on force les deux €lectrons a s’appa-
rier en fournissant beaucoup d’éner-
gie : on obtient alors I’oxygene singu-
let qui ne posseéde plus d’électron
célibataire, mais qui sera instable par
suite de son état énergétique élevé.

Les regles quantiques régulant les
réactions entre molécules

La mécanique quantique était aussi
arrivée a certaines conclusions
supplémentaires concernant les
possibilités réactionnelles entre
molécules selon leur état singulet,
doublet ou triplet, conclusions qui
laisserent les chimistes et les
biochimistes indifférents pendant de
nombreuses années. Ainsi on passa
sous silence une propriété assez
extraordinaire d’0O,, son inertie
chimique, pourtant soulignée deés
avant les années 50, notamment par
Waters (1945) qui écrivait " oxygen is
too inert to combine immediately with
the double bond of an olefin or an
aldehyde and a catalyst is usually
required to start a reaction chain...".
Ce sont probablement les premiers
voyages interplanétaires qui, en
montrant que les auteurs de science
fiction s’étaient trompés et que la
planéte Terre n’apparaissait pas verte
(comme la chlorophylle !) mais bleue
(couleur de I’oxygene), relancerent la
question de savoir pourquoi
I’oxygeéne a pu s’accumuler dans
I’atmospheére et non d’autres gaz
comme le chlore : la réponse était
"0, est inerte". Les chimistes
trouverent I’explication a cette inertie
dans la mécanique quantique et
établirent des regles que nous
n’aurons ni la prétention ni la
suffisance de démontrer, mais que

nous accepterons comme telles et
tenterons d’énoncer de maniere
simple et claire:

- La réaction d’une molécule a 1’état

triplet avec une molécule a I’état

singulet est interdite ;
- Les réactions d’une molécule a

I’état doublet avec une molécule a
I’état singulet ou avec une molé-
cule a I’état triplet sont autorisées;

- Les réactions entre molécules dans
le méme état [singulet + singulet],
[doublet + doublet] et [triplet + tri-
plet] sont autorisées.

La prise de conscience de ces regles
quantiques s’est faite dans les années
60, et, en 1974, Hamilton énonce
clairement : "The direct reaction of a
triplet molecule with a singlet to give
products is a spin-forbidden pro-
cess... " (Hamilton, 1974). Elles ont
été rappelées depuis a plusieurs
reprises, mais, malgré tous les rap-
pels, ces principes de base régissant
les réactions de 'O, avec les molé-
cules organiques ne sont pas ensei-
gnés.

Le contournement de I’interdiction
quantique

Par interdiction quantique, I’oxygene
fondamental triplet ne peut donc pas
réagir avec la majorité des molécules
organiques qui sont des singulets, et
des intermédiaires radicalaires
(doublets) doivent intervenir comme
I’écrit Fridovich (1974) : "La
préférence d’O, pour les processus
radicalaires dépend de ses 2 électrons
a spins paralleles. La réaction d’O,,
biradicalaire et paramagnétique, avec
une paire d’électrons exogenes doit
affronter une restriction de spin :
celle-ci oppose une formidable
barriere a celle-1a, de par le temps
requis pour une inversion de spin. Ce
temps dépasse de plusieurs ordres de
magnitude la durée de vie d’un
complexe de collision O,/molécule
singulet. Les mécanismes radicalaires
contournent cette restriction de spin
et sont des lors toujours favorables
aux réactions O,/molécules orga-
niques .

Pour lever I’interdiction quantique, il
faut donc soit amener l'oxygene de
I’état triplet (biradicalaire) a I'état
doublet (monoradicalaire) ou a 1’état
singulet (non radicalaire), soit amener
les molécules organiques a 1'état radi-
calaire (doublet). Ceci permet de
comprendre la raison pour laquelle,

pour enflammer un combustible, on
doit le porter a une température éle-
vée en un point (point d'ignition) ol
se forment alors des radicaux libres
qui provoquent des réactions radica-
laires en chaine avec O, (combustion)
(Deby et al., 1991; Deby-Dupont et
al., 1995; Deby-Dupont et al., 2002).
In vivo, la barriere énergétique est
franchie de maniére trés contrblée,
grace aux catalyseurs biologiques que
sont les oxydases et les oxygénases.
Le role de ces enzymes est de trans-
former les deux partenaires, O, et
molécule organique, de maniére a ce
que ’'un des deux devienne doublet
(radical libre) : les oxydases
(exemple type : la NADPH-oxydase)
font passer I’oxygene triplet au stade
doublet (= anion superoxyde, a un
électron célibataire), et les oxygé-
nases (exemple : la cyclooxygénase)
transforment les molécules orga-
niques en radical libre (passage du
singulet au doublet). Grace a ces cata-
lyseurs enzymatiques, les réactions
de I'oxygene avec la matiere vivante
sont possibles par des voies
"douces", non destructrices, procé-
dant par paliers avec dissipation pro-
gressive de l'énergie réactionnelle,
généralement reconvertie (sous forme
d'ATP par exemple).

L’EQUILIBRE OXYDO-
REDUCTEUR OU L’ETAT
"REDOX" DE LA CELLULE.

Chaque espece chimique possede une
tendance a accepter (composé oOxy-
dant) ou a donner (composé réduc-
teur) des €lectrons, caractérisée par la
valeur de son potentiel électrochi-
mique normal, E,, exprimé en volts
(V). Toutes les especes chimiques
sont classées sur une échelle des
valeurs de E; par rapport 2 un com-
posé de référence, 1'hydrogene dont
E, =0 V. Les composés les plus oxy-
dants ont les valeurs de E, positives
les plus €levées. Sur cette échelle, la
valeur de E pour O, = + 1,229 V (O,
+ 4H* + 4e- = 2H,0). Les especes
activées dérivées de 1'0, sont caracté-
ris€es par une valeur d’E, qui permet
de comparer leur pouvoir oxydant.
Beaucoup d'entre elles possedent une
valeur de E, positive (figure 2) infé-
rieure a celle d'O, ; font exception le
peroxynitrite avec une valeur positive
supérieure a celle d'O, (B, =+ 1,4 V),
I’acide hypochloreux (HOCI) avec E,
=+ 1,4 V (pour le couple HOCI/CI-)
et 'anion superoxyde avec une valeur
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Famille des espéces activées dérivées de l'oxygéne et
de l'azote (RNOS : reactive nitrogen oxygen species)
in vivo.

A partir de l'oxygéne fondamental (0,), inactif vis-a-
vis de la matiére vivante (interdiction quantique de
réaction), deux enzymes permettent la formation des
deux espéces activées, l'anion superoxyde et le
monoxyde d'azote, " points d'entrée " de la cascade
dont dérivent les autres RNOS.

Les [ ] entourent les intermédiaires réactionnels par-
ticuliérement instables.

Le fer (et les métaux de transition en général) doit étre
complexé par un ligand activateur (L) pour intervenir
dans la cascade.

de E; négative (E, = - 0,33 V), ce qui
lui confere des propriétés réductrices
plutdt qu'oxydantes : la valeur de —
0,33 V a été donnée en 1965 par
Sawyer (cité par Sawyer, 1991).
L'oxydo-réduction met toujours en
jeu un couple oxydant-réducteur dans
lequel 'oxydant sera l'espece qui pos-
sede la valeur d'E;, la plus élevée.
Certaines especes chimiques dont I'E,,
n'est pas situé aux extrémités oxy-
dante ou réductrice de 1'échelle des
potentiels électrochimiques pourront
agir comme oxydant ou comme
réducteur selon la valeur d'E, de 1'es-
pece partenaire.

Tout milieu biologique est caractérisé
par un équilibre entre especes oxy-
dantes et réductrices (1'état " rédox "),
difficile a mesurer in vivo. En condi-
tions physiologiques normales, il
semble y avoir un environnement
intracellulaire réducteur (études faites
surtout pour le cytosol des leuco-
cytes), dii a la présence de molécules
porteuses de fonctions thiols, d'un
exces de petites molécules réduc-
trices comme le glutathion (GSH), le
NADH et le NADPH, l'ascorbate,
l'urate et le glucose, de composés et
d'enzymes " antioxydants " et de pro-
téines réductrices (intracytosoliques
et intranucléaires) comme les thioré-
doxines, les glutarédoxines et la p53
qui possede 12 cystéines (Fialkow et
Downey, 1997; Kamata et Hirata,
1999; Herrlich et Bohmer, 2000). Cet
état d'équilibre peut étre " perturbé "
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par le fonctionnement excessif des
oxydases (comme la NADPH-oxy-
dase), a l'origine d'un exces de com-
posés oxydants qui ferait basculer
I'équilibre vers un état cytosolique
cellulaire oxydant (Fialkow et
Downey, 1997). C'est ce déséquilibre
en faveur des oxydants qui est géné-
ralement qualifié de "stress oxy-
dant", expression d'origine anglo-
saxonne (oxidant stress),
inappropriée parce qu'elle ne tient
aucun compte de l'aspect quantitatif
de la production d'oxydants ni du
sens originel du mot stress qui
désigne I’état physiologique de 1'or-
ganisme déterminé par une agression
et non l'agression elle-méme : I'ex-
pression " agression oxydante " serait
mieux adaptée pour parler d’une pro-
duction excessive de RNOS in vivo
(dans le cas d’une activation exces-
sive des neutrophiles par exemple).

LA PRODUCTION DES
FORMES ACTIVEES DE
L’OXYGENE ET DE L’AZOTE
IN VIVO

La famille des espeéces activées
dérivées de ’oxygene et de I’azote

La famille des RNOS a deux " points
d'entrée " : le radical "NO produit par
voie enzymatique (NO-synthétase) et
I'anion superoxyde (O, produit a par-
tir 'O, grace a un apport énergétique
(voie enzymatique in vivo) qui per-
met de franchir l'interdiction quan-
tique. A partir de "NO et O,°, les
autres RNOS sont produites en cas-
cade. La filiation des RNOS est résu-
mée dans la figure 2 et leurs effets
principaux sont repris dans la figure

3.

L'anion superoxyde (O,)

In vivo, la premiére étape de contour-
nement des regles de la mécanique
quantique est la réduction monoélec-
tronique d’O, pour le transformer en
monoradical, 1’anion superoxyde.
Cette étape est réalisée par des
enzymes spécialisées, les oxydases
(comme la NADPH-oxydase) qui
apportent un électron donné par le
NADPH (sous forme H') et transfor-
ment I’O, en O, (Babior, 1999).

L'O," n'est pas un oxydant, mais plu-
tot un réducteur (comme le confirme
sa valeur de E; = - 0,33 V) (Sawyer et
Gibian, 1979 ; Sawyer, 1991). Il peut
diffuser dans les milieux hydro-

phobes (membranes cellulaires) ou il
agit en désestérifiant les phospholi-
pides (action phospholipase-like)
(Deby et Goutier, 1990). En milieu
aqueux, sa durée de vie est limitée a
quelques millisecondes, et il est le
point de départ d'une cascade de
RNOS. En effet, a partir d’O,", on
aboutit d'une part, spontanément ou
par voie enzymatique (action de la
superoxyde dismutase, SOD), au per-
oxyde d'hydrogene (H,O,), d'autre
part au peroxynitrite (ONOO") par
réaction avec 'NO (Pryor et
Squadrito, 1995; Beckman et
Koppenol, 1996).

Le monoxyde d'azote ("NO)

Le "NO est produit par la NO-synthé-
tase constitutive, par oxydation de
I'arginine, & un taux basal faible, et
joue un rdle régulateur normal (vaso-
dilatation, régulation d'enzymes par
nitrosation/dénitrosation), mais il
peut étre produit en quantité plus
importante par la NO-synthétase
inductible (dans les situations inflam-
matoires notamment) (Beckman et
Koppenol, 1996; Grisham et al.,
1999; van der Vliet et Cross, 2000).
Sa diffusion intra- et extracellulaire
semble libre, mais limitée par sa
durée de vie trés courte. Le "NO est
un oxydant faible (E, = + 0,39 V) et
n'a pas de capacité de nitration. Il est
un bon' agent de nitrosation en pré-
sence d'un cofacteur capable d'accep-
ter un électron comme le métal de
transition (Fe’*) des molécules
hémiques : fixé sur un heme, le "NO
est capable de provoquer la nitrosa-
tion des phénols, des thiols et des
amines secondaires selon le schéma
réactionnel suivant, établi pour la for-
mation d'un nitrosothiol (Beckman
1996) :

*NO + héme-Fe3* = Héme-Fe?-NO

Heme-Fe?*-NO + RSH — RSNO +
Heéme-Fe?* + H*

‘NO réagit aussi rapidement avec
I'anion superoxyde (voir ci-dessous)
et avec 1'oxygeéne. Avec l'oxygene, il
forme "NO, (agent nitrant), puis N,O,
(provenant de "NO + "NO,) non radi-
calaire, mais réagissant rapidement
avec H,0O pour former des nitrites et
ensuite des nitrates (figure 2).
L’augmentation des concentrations en
nitrites et nitrates est souvent prise
comme le témoin de la formation de
‘NO (Beckman, 1996).



Le peroxynitrite (ONOO")

La voie de transformation la plus
"dangereuse " du “NO est sa réaction
avec O, selon une vitesse de réaction
limitée uniquement par la vitesse de
diffusion des deux partenaires, plus
grande que celle de la réaction de O,"
avec la SOD. Sa formation in vivo a
été suggérée, dés 1990, dans les
macrophages, les neutrophiles, les
cellules endothéliales... et au sein de
la mitochondrie (Beckman et al.,
1990 ; Carreras et al., 1994;
Beckman, 1996; Ghafourifar et
Richter, 1997 ; Thom et al., 1997). 1l
diffuse passivement via les canaux
ioniques, mais sa durée de vie est
extrémement courte (< 1 seconde) au
pH physiologique (ou il est en équi-
libre avec son acide conjugué,
ONOOH). 1l évolue vers la formation
de nitrites et de nitrates et se décom-
pose, selon des mécanismes encore
treés discutés, en espeéces radicalaires
('OH et "NO,) responsables de nitra-
tions et d'hydroxylations (figure 2)
(Beckman et al., 1990 ; Beckman et
al., 1994 ; Ramezanian et al., 1996 ;
Kissner et al., 1997 ; O’Donnell et
al., 1999 ; Koppenol, 1999). C'est un
oxydant puissant (E, = + 1,4 V) qui
réalise des oxydations a un ou 2 élec-
trons (Kissner et al., 1997). 1l attaque
les fonctions thiols (-SH) et -S-CH,,
les lipides, les bases nucléiques, les
protéines (fonctions amines) et de
nombreuses molécules de petite taille
comme l'ascorbate, l'acide urique...
(Beckman et al., 1994 ; Quijano et
al., 1997 ; O’Donnell et al., 1999). 11
attaque les centres a métaux de transi-
tion (enzymes hémiques, SOD,
hémoglobine...) (MacMillan-Crow et
al., 1998) et est un agent nitrant actif
sur les cycles aromatiques (tyrosine,
tryptophane) et donc sur les enzymes
contenant des résidus tyrosyles au
site actif (Ischiropoulos, 1998a). De
nombreux résultats obtenus in vitro
confirment la capacité de ONOO™ a
réagir par voie radicalaire et a provo-
quer des nitrations (Mouithys-
Mickalad et al., 1999 ; Goldstein et
al., 2000) mais la nitration reste
controversée (Pfeiffer et al., 2001).
ONOO" réagit encore avec le CO,
pour former un nitrosoperoxycar-
boxylate (ONOOCO,") qui évolue
vers la production de "NO, et CO;’
(ou de NO, et CO,) et est respon-
sable d'une augmentation des nitra-
tions (Radi et al., 1999 ; Radi et al.,
2001). ONOO et les nitrites (dérivés
aussi du "NO) peuvent réagir avec

HOCI et étre utilisés par la myélope-
roxydase des neutrophiles pour pro-
duire des dérivés instables, capables
de nitrer ou de chlorer les biomolé-
cules (Sampson et al., 1998; van der
Vliet et al., 1999 ; van der Vliet et
Cross, 2000). ONOO- semble aussi
interagir avec des peroxydases non
hémiques comme la GSH peroxydase
et pourrait réagir avec O," et "NO
(Sies et al., 2000 ; Jourd’heuil et al.,
2001).

Le peroxyde d'hydrogéne (H,0,)

Le peroxyde d'hydrogene, H,O,, est
obtenu a partir d'O," soit par dismuta-
tion spontanée soit par dismutation
catalysée par la SOD. Cette nouvelle
espece n'est pas radicalaire et possede
une durée de vie pouvant atteindre
plusieurs minutes. H,O, diffuse a par-
tir de son lieu de production, mais est
détruit par les peroxydases (gluta-
thion peroxydase, catalase), ce qui
limite son action. Son potentiel
oxydo-réducteur (E, = + 0,66 V) est
moyen comparé a celui d'O, et de
ONOO', ce qui en fait un oxydant
médiocre, incapable d'oxyder les
fonctions thiols (Forman et Torres,
2001). 11 joue un réle important dans
I'activité oxydante des leucocytes
polymorphonucléaires parce qu'il est
utilisé par la myéloperoxydase des
neutrophiles (et par 1'€osinophile per-
oxydase des éosinophiles) pour for-
mer l'acide hypochloreux (HOCI)
(Babior, 2000). Il pourrait réagir avec
les nitrites et avec ONOO"™ pour don-
ner des espéces nitrantes, mais cette
voie reste encore hypothétique.

Le radical hydroxyle (*OH)

H,0, est aussi a l'origine du radical
hydroxyle ("OH) s’il y a, dans le
milieu, des métaux de transition com-
plexés par un ligand activateur ; la
réaction entre H,0O, et le Fe** com-
plexé, selon 1’équation suivante, est
connue sous le nom de "réaction de
Fenton" :

H,0, + Fe** complexé = "OH + ‘OH
+ Fe** complexé

Pour que la réaction se poursuive, il
faut que le Fe3* soit ramené au stade
de Fe?* par des réducteurs comme
0,". Mais, pour des raisons thermody-
namiques, la réaction de Fenton est
peu probable in vivo (Koppenol,
2001). Par contre, ‘OH pourrait se
former lors de la décomposition du

peroxynitrite (voir ci-dessus). "OH
est tres réactionnel et diffuse facile-
ment : il est théoriquement capable
d’attaquer toutes les molécules
(hydroxylation des cycles aroma-
tiques, initiation des cycles de lipope-
roxydation), mais son action est limi-
tée par sa tres courte durée de vie
(Deby-Dupont et al., 1995;
Koppenol, 2001).

L'acide hypochloreux (HOCI)

I1 est caractéristique des neutrophiles
(et des éosinophiles) puisqu'il est syn-
thétisé par la myéloperoxydase (ou
par l'éosinophile peroxydase) a partir
d'H,0, et de CI- (Deby-Dupont et al.,
1999a). C'est un oxydant puissant (E,
=+ 1,4 V) dont la durée de vie est
longue comparée aux autres RNOS et
lui permet de diffuser a distance
(figures 2 et 3). Il est capable d'oxy-
der les structures -SH, les lipides et
les fonctions amines pour donner des
sulfoxydes, des chloramines et des
aldéhydes toxiques (actives sur l'im-
munité et dans la cancérisation) (El-
Hag et Clark, 1987 ; Winterbourn et
Brennan, 1997 ; Priitz et al., 2001). 11
semble capable de réagir avec les
nitrites et le peroxynitrite pour pro-
duire des intermédiaires instables
comme NOCI et NO,ClI qui libérent
‘NO, ‘NO, et "CI responsables de
nitrosations, nitrations et chlorations.
Des tyrosines chlorées et nitrées ont
été mises en évidence dans les patho-
logies inflammatoires aigués (Lamb
et al., 1999; Mathy-Hartert et al.,
2000; Sittipunt et al., 2001) et du cho-
lestérol chloré a été identifié dans les
plaques athéromateuses (Hazen et al.,
1997).

L'oxygéne singulet (‘0,)

La réaction de H,O0, avec HOCI
(réaction de Mallet) fournit 1'oxygene
singulet ('O,), une forme d’O, non
radicalaire, obtenue par appariement
des deux électrons célibataires d’O,,
appariement qui nécessite un apport
d’énergie considérable et explique
que 'O, est trés énergétique et donc
treés réactionnel : il réagit comme
agent oxydant électrophile et peut
attaquer tous les types de molécules
organiques (lipides, protéines, acides
aminés, hydrates de carbone, thiols,
phénols, nucléotides...). II posséde
une facilité particuliére a former des
composés d'addition avec les liaisons
insaturées (les doubles liaisons car-
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bone-carbone des acides gras polyin-
saturés) et a conduire a la production
d'hydroperoxydes et d'endoperoxydes
cycliques (Kasha et Brabham, 1979;
Ryter et Tyrrell, 1998). Il peut aussi
étre " quenché " (désactivé par trans-
fert d'énergie sur une autre molécule)
par les caroténoides, la bilirubine, le
tocophérol et les phénols, et revenir
ainsi au stade d'oxygene fondamen-
tal.

La présence d'oxygene singulet aurait
été démontrée au cours de I'activation
des phagocytes et attribuée a la réac-
tion entre H,0, et HOCI (Ryter et
Tyrrell, 1998). L"'O, se formerait
aussi dans les cycles de lipoperoxy-
dation, par interaction entre lipope-
roxydes (Cadenas, 1989). On pense
qu'il peut se former lors de la trans-
formation d'ONOO-, bien que cette
voie de production soit tres discutée
(Khan, 1995; DiMascio et al., 1996 ;
Khan et al., 2000). I1 se forme égale-
ment sous l'action de la lumiere a par-
tir de molécules photosensibilisa-
trices, mais cette voie de production
in vivo reste limitée.

Les lipoperoxydes

Ils sont produits par attaque des
lipides insaturés (RH) par une espece
radicalaire (figure 3). Cette attaque
produit un radical (R") par enléve-
ment d'un H'. La présence d'O,, en
réagissant avec le radical formé,
empéche la recombinaison des radi-
caux entre eux, ce qui arréterait le
cycle. O, entraine la formation d’un
radical peroxyle (ROO") qui évolue
vers un hydroperoxyde lipidique
(ROOH) en arrachant un H® & une
autre molécule lipidique et en provo-
quant une réaction en chaine. Les
lipoperoxydes (ROOH) peuvent étre
réactivés en especes radicalaires par
les métaux de transition complexés
(Deby-Dupont et al., 1995; 2002).

Les lipoperoxydes possédent une
durée de vie longue, mais leur diffu-
sion est limitée par leur taille et leur
nature lipidique. Les phénomenes de
lipoperoxydation ont des effets
importants sur la stabilité et la per-
méabilité des membranes cellulaires.

Autres espéces activées dérivées de
l’oxygene et de I'azote

11 existent encore bien d'autres RNOS
notamment des radicaux centrés sur
le fer (les radicaux oxyferryles et fer-
ryles) ainsi que des radicaux tyro-
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Figure 3:

Principaux effets exercés in vivo par les espéces acti-
vées dérivées de l'oxygene et de l'azote (RNOS).
L'oxygéne singulet ('0,) et l'ozone (0;) attaquent en

Sformant surtout des fonctions aldéhydes (sur les

lipides insaturés) et carbonyles (sur les protéines,
acides aminés, peptides).

‘OH (?): indique que la formation du radical
hydroxyle a partir du peroxyde d'hydrogene (H,0,)
(par la réaction de Fenton) reste hypothétique in vivo.
D" . indique que l'utilisation d'H,0, par certaines per-
oxydases (de nature hémique : PGH-synthétase, myé-
loperoxydase, hémoglobine libre...) conduit souvent a
produire des radicaux secondaires (D°) a partir d'un
substrat donneur d'électrons (DH).

NO,*: ion nitronium; sa formation nécessite
des conditions acides et reste hypothétique in vivo
(formation possible dans le phagolysosome des
neutrophiles ?).

Le cycle de lipoperoxydation est déclenché par "OH
ou par d'autres radicaux formés en milieu lipidique
(comme D" formé a partir de DH). RH représente une
molécule lipidique insaturée (acide gras par exemple)
et R', RO°, ROO', ROOH et ROH sont respectivement
les radicaux alkyle, alkoxyle et peroxyle, I' hydrope-
roxyde et l'alcool, dérivés de RH. L : ligand activateur
du fer; le complexe Fe**-L permet de réactiver le
cycle et l'anion superoxyde (O5*) peut entretenir la
réactivation en réduisant le Fe'*.

En l'absence d'oxygene (0,), la dimérisation entre
radicaux R* (peu mobiles et de courte durée de vie)
arréte le cycle.

syles qui apparaissent lors du fonc-
tionnement de certaines enzymes
[prostaglandine H (PGH)-synthétase,
myéloperoxydase...] et qui sont sou-
vent le résultat d'un transfert radica-
laire & partir d'un heme.

Pour la plupart, ces radicaux sont
"fixés" sur une structure protéique,
ce qui limite leur diffusion, mais
n'empéche pas la réaction in situ
(réactions de co-oxydations décrites
pour le fonctionnement de la PGH-
synthétase par exemple).

Pour terminer, il faut citer 1'ozone
(O,), forme non radicalaire mais tres
oxydante (E;, = + 2,07 V). Il se forme
dans l'atmosphére sous l'effet d'un
rayonnement solaire intense (UV) en
présence de polluants hydrocarbonés
et probablement d'ions métalliques
(métaux de transition). Il se forme
aussi lors des orages magnétiques. Sa

formation in vivo ne parait pas pos-
sible, mais par contre, ses actions
oxydantes sont importantes (au
niveau pulmonaire notamment) : il
attaque tous les types de molécules
(formation de fonctions carbonyles
sur les protéines) et particulierement
les lipides insaturés pour former des
lipoperoxydes et des aldéhydes lipi-
diques (comme le 4-hydroxynoné-
nal), considérés comme de bons
témoins de son passage. Son action
sur les lipides conduirait aux cycles
de lipoperoxydations (avec formation
d’especes intermédiaires radica-
laires), avec production d'H,0, et
d'oxygene singulet. Ses effets in vivo
ont été particulierement bien étudiés
au niveau pulmonaire (Pryor et
al.,1981; Mustafa, 1990).

Les voies de production des
especes activées dérivées de
I’oxygéne et de I’azote in vivo

In vivo, en conditions normales, de
nombreuses enzymes sont respon-
sables de la production de RNOS
dans le cytosol, les membranes et les
mitochondries de types cellulaires
variés. Il existe une production basale
faible mais régulicre de RNOS in vivo
(Boveris et Chance, 1973; Chance et
al., 1979; Cadenas, 1989) et une pro-
duction normale faible d’O," dans la
mitochondrie, ou il est formé par
"fuite " d’électrons a partir de la
chaine des transporteurs d’électrons,
au niveau de la NADH déshydrogé-
nase, de l'intersection ubiquinone-
cytochrome b, de la cytochrome oxy-
dase (Turrens et al., 1985). On estime
que 2 a 3% d’O, sont incompletement
réduits par la mitochondrie et forment
O," et son produit de dismutation
H,0, (Chance et Williams, 1955). La
mitochondrie possede une super-
oxyde dismutase, rapidement induc-
tible, capable de neutraliser O,, mais
elle possede aussi une NO-synthé-
tase, ce qui permet la production
intramitochondriale de peroxynitrite.

Les neutrophiles sont spécialement
équipés pour une production impor-
tante et rapide de RNOS qu'ils utili-
sent normalement pour la destruction
des organismes a l'intérieur du phago-
lysosome (Babior, 2000). Au cours de
la flambée respiratoire, la NADPH-
oxydase produit O," par réduction
monoélectronique d’O, (Babior,
1999). De cette réaction dérive H,O,
et, du peroxyde d’hydrogene, dérive
HOCI par 1'action de la myéloperoxy-



dase. La production du radical ‘OH
(par la réaction de Fenton en présence
de Fe? complexé) est théoriquement
possible, mais peu vraisemblable. Les
neutrophiles possedent également
une NO-synthétase productrice de
*NO (et de ses dérivés par réaction
avec l'oxygene) auquel on attribue
une action antimicrobienne (Fang,
1997). L'O," et le “NO peuvent ainsi
se former simultanément et réagir
pour donner le peroxynitrite (figure
2). Cette combinaison est d'autant
plus probable que la NO-synthétase
est maintenant reconnue comme res-
ponsable de la formation d’O," simul-
tanément a celle de "NO (Vasquez-
Vivar et al., 1998). De nombreuses
autres cellules possedent une activité
de NADPH-oxydase et de NO-syn-
thétase (monocytes, macrophages,
lymphocytes, fibroblastes, cellules
endothéliales ...) (Meyer et al., 1999;
Griendling et al., 2000). Dans ces cel-
lules, la "NADPH-oxydase " aurait
une activité normale modérée assu-
rant la production des especes acti-
vées de 1’oxygeéne comme seconds
messagers et régulant ainsi les
réponses de croissance cellulaire
(Babior, 1999; Thannickal et
Fanburg, 2000). Des RNOS sont éga-
lement produites dans la plupart des
cellules durant le fonctionnement de
nombreuses oxydases et oxygénases,
comme les enzymes du réticulum
endoplasmique (mixed function oxi-
dases) et les enzymes cytosoliques
(xanthine oxydase, lipoxygénases,
PGH-synthétases), mais cette produc-
tion, en conditions normales, se fait a
un niveau réduit et contrdlé par le site
enzymatique et la structure protéique
de ’enzyme.

La principale forme de toxicité de
'oxygene se trouve dans sa capacité a
entretenir les réactions radicalaires.
Lorsqu’une molécule passe a I'état
radicalaire (exemple de R® sur le
cycle de lipoperoxydation de la figure
3), la disparition des radicaux se fera
par leur recombinaison avec arrét de
la réaction. La présence ubiquitaire
d’O, empéche cette recombinaison.
Le radical formé réagit avec O, pour
produire de nouveaux radicaux et
déclencher une réaction en chaine
comme par exemple la peroxydation
des lipides (Deby et al., 1995 ; Deby-
Dupont et al., 1995).

La production de RNOS est accrue
dans des situations pathologiques
comme l’inflammation aigué, par
I’activation excessive des neutro-

philes et l’induction d’enzymes
comme les NO-synthétase et PGH-
synthétase inductibles. Des augmen-
tations de production d’espéces acti-
vées de l’oxygene existent dans
I’hyperoxie, mais aussi, paradoxale-
ment, dans les situations d’hypoxie
ou d’ischémie suivie de reperfusion
ot leur formation semble consécutive
aux altérations subies par les mito-
chondries et a I’activation intracellu-
laire de la xanthine déshydrogénase
en xanthine oxydase productrice
d’0,* (Fridovich, 1978 ; McCord,
1987 ; Sanders et al., 1993 ; Slater et
al., 1995 ; Zulueta et al., 1995 ;
Kazzaz et al., 1996 ; Deby-Dupont et
al., 1999b ; Zulueta et al., 2002).

Les RNOS agissent de maniere non
spécifique de sorte que les cibles
atteintes sont variées et que toutes les
molécules sont des cibles potentielles
: protéines, lipides, hydrates de car-
bone, acides nucléiques. Il y a cepen-
dant des cibles plus sensibles : les
lipides insaturés, certains acides ami-
nés et composés aromatiques, les
fonctions -SH et méme CH,-S-. Le
tableau I reprend les principales voies
de la toxicité des RNOS.

Les défenses naturelles contre les
formes activées de 'oxygeéne sont des
enzymes spécialisées (superoxyde
dismutase pour l'anion superoxyde,
catalase pour H,O,, glutathion per-
oxydase pour les peroxydes...), des
protéines qui modulent les actions du
fer en réalisant son oxydation en Fe3*
(céruloplasmine), en assurant son
transport et son stockage (transfer-
rine, ferritine), en éliminant ses
formes complexées (notamment la
forme hémique de 1’hémoglobine)
plasmatiques et intracellulaires (hap-
toglobine, heme-oxygénase...), et des
molécules variées de faible masse
moléculaire (glutathion, vitamine E,
acide urique...), globalement dénom-
mées "antioxydants " mais pour les-
quelles 1'appellation "inhibiteurs
actifs sur 1'équilibre rédox" (redox
active inhibitors) utilisée par Holland
et collaborateurs (2000) conviendrait
mieux. En effet, cette dénomination
rappelle que l'activité de ces molé-
cules est dépendante de 1'équilibre
oxydo-réducteur du milieu et des
valeurs de E, des partenaires réac-
tionnels. Les enzymes agissent par
voie catalytique de sorte qu'une molé-
cule d'enzyme est capable de neutrali-
ser quelques centaines, voire
quelques milliers, de molécules
toxiques. Les " antioxydants " agis-

sent de maniére stoechiométrique,
avec neutralisation d'une ou de
quelques especes dangereuses par
molécule d'antioxydant (Deby et al.,
1995). Leur efficacité est ainsi limitée
par l'importance et le lieu de produc-
tion des especes toxiques : la vita-
mine E est active en milieu lipophile,
tandis que le GSH est efficace en
milieu hydrophile et est oxydé en
dimere GSSG. Apres réaction, la vita-
mine E, devenue radicalaire, pourrait
étre régénérée par la vitamine C. Au
nombre des défenses naturelles
contre les especes oxydantes, il faut
compter les enzymes " réductrices "
qui ramenent a 1'état réduit des com-
posés qui ont réagi avec les RNOS;
parmi ces enzymes, citons la gluta-
thion réductase (qui réduit GSSG en
GSH) et les thiorédoxines réductases
(Mustachich et Powis, 2000).

L'OXYGENE ET LES ESPECES
ACTIVEES DERIVEES DE
L’OXYGENE ET DE L’AZOTE
DANS LA SIGNALISATION
CELLULAIRE

Il existe dans la cellule une adaptation
a l'oxygene et aux variations de sa
concentration (hypoxie ou hyperoxie)
qui se traduisent par des risques de
production de RNOS. Cette adaptabi-
lité€ suppose l'existence intracellulaire
d'un mécanisme " senseur d'oxygene "
qui déclenche la réaction cellulaire en
cas d'hypoxie ou d'hyperoxie, par des
réponses aigués en situation d'ur-
gence ou par des réponses lentes en
situation chronique. Ces réponses
font appel a l'activation de génes
codant pour des molécules de défense
(molécules réductrices, enzymes de
destruction spécifique des RNOS) et
donc a la mise en route des méca-
nismes de la transduction du signal
(Forman et Torres, 2001; Lopez-
Barneo et al., 2001).

Dualité du roéle des espéces activées
dérivées de I’oxygene et de 1’azote

En conditions physiologiques, les
RNOS seront des éléments normaux
("seconds messagers") qui régulent
la signalisation intracellulaire. Elles
posseédent certaines des caractéris-
tiques classiques attribuées aux
seconds messagers: production locale
rapide par mécanismes enzymatiques
régulés, dégradation rapide par voie
enzymatique, diffusion limitée par
leur courte durée de vie et spécificité

143



d'action due a la localisation de leur
production associée a une réaction
rapide. En modifiant 1'équilibre
oxydo-réducteur des milieux biolo-
giques, elles interviennent dans les
mécanismes de régulation cellulaire.
Dans de nombreuses cellules, les
RNOS semblent produites normale-
ment, lors d'une stimulation de la cel-
lule par des cytokines et des facteurs
de croissance agissant via des récep-
teurs a tyrosine kinase ou couplés aux
protéines G (Sundaresan et al., 1995 ;
Suzuki et al., 1997 ; Irani, 2000 ;
Thannickal et Fanburg, 2000), par
activation (Ca?-dépendante) des
enzymes " NAD(P)H-oxydases /like "
qui produisent O," (d'ou dérive H,0,),
enzymes dont la présence est admise
dans un nombre de plus en plus grand
de cellules : lymphocytes, fibro-
blastes, cellules endothéliales, cel-
lules vasculaires lisses (SMC: smooth
muscle cells)... (Meyer et al., 1999 ;
Griendling et al., 2000 ; Hensley et
al., 2000 ; Holland et al., 2000). Par
cette voie de production, les RNOS
auraient un rdle dans la croissance
cellulaire et méme dans la protection
contre l'apoptose (Irani, 2000). Leur
activité constitue un mécanisme com-
mun a la transcription de nombreux
genes (Sen et Packer, 1996) en co-
fonctionnement avec les protéines
tyrosine kinases et phosphatases et
les voies de signalisation dépendantes
des lipides et du Ca?* (Kamata et
Hirata, 1999). Les fonctions régula-
trices de faibles (sub-toxic) concen-
trations en RNOS dans la signalisa-
tion cellulaire sont démontrées
indirectement par le phénomeéne
d'adaptation a l'exposition aux
RNOS, comme l'adaptation a 1'hy-
poxie expliquée par l'induction d'en-
zymes antioxydantes sous l'effet des
RNOS (Deneke et Fanburg, 1980;
Clerch et Massaro, 1993).

Lorsqu’elles sont produites en quan-
tité suffisante pour dépasser les capa-
cités réductrices (situation habituelle-
ment mais improprement qualifiée de
"stress oxydant"), les RNOS condui-
sent a la prolifération cellulaire
excessive (hypertrophie des cellules
musculaires lisses), aux perturbations
de la signalisation cellulaire et aux
altérations de I’ADN, conduisant a
l'arrét de la croissance cellulaire et a
I'apoptose. Elles ont donc un double
role selon l'importance de leur pro-
duction et selon leur nature. De nom-
breuses données expérimentales per-
mettent effectivement de relier les
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perturbations de 1'état rédox a la régu-
lation de la transduction du signal et,
par cette voie, on relie la production
d'especes oxydantes en exces au
développement de nombreuses patho-
logies, depuis le vieillissement jus-
qu'aux maladies neurodégénératives
en passant par les pathologies inflam-
matoires chroniques et aigués
(Fialkow et Downey, 1997 ; Suzuki et
al., 1997 ; Hensley et al., 2000 ; Pani
et al., 2000).

Un effet "collatéral" du développe-
ment récent des connaissances sur le
role des RNOS dans la signalisation a
été de proner de nouvelles stratégies
pharmacologiques visant a augmenter
le "potentiel de défense antioxy-
dante" pour prévenir ou traiter les
pathologies considérées comme liées
a une production excessive de RNOS,
y compris la maladie d'Alzheimer.
Mais, la majorité des données
actuelles dérivent des recherches fon-
damentales, aux résultats parfois
opposés, obtenus dans des conditions
de travail fort éloignées des situations
in vivo. La compréhension des méca-
nismes d'action des RNOS reste frag-
mentaire et de nombreuses inconnues
subsistent sur les mécanismes et les
conséquences exactes de ’activation
de la transduction du signal par les
RNOS. Le cas des facteurs de trans-
cription nucléaires de la famille NF-
kB/Rel (NF = nuclear factor) peut
étre pris comme exemple : des le
début des années ‘90, les RNOS ont
été considérées comme activatrices
du facteur de transcription nucléaire
NF-xB amenant sa fixation sur
I’ADN et l'expression de nombreux
genes (codant notamment pour des
médiateurs inflammatoires) (Schreck
et Baeuerle, 1991). Les avis sont
maintenant plus nuancés : les RNOS
pourraient amener la fixation de NF-
kB sur I’ADN, sans induire 1’expres-
sion des genes (True et al., 2000).
Elles accompagneraient l'activation
de NF-xB sans en étre nécessaire-
ment les déclencheurs, selon le type
cellulaire et la nature des RNOS étu-
diées (Bowie et O'Neill, 2000).

Les résultats publiés sont fréquem-
ment remis en question quelque
temps plus tard. La majeure partie des
connaissances résultent de travaux de
laboratoire, fort éloignés des condi-
tions in vivo, réalisés sur bactéries,
virus, lignées cellulaires continues et
animaux knockout pour certains
genes, la plupart du temps en condi-
tions " dures " (addition de concentra-

tions élevées en RNOS fort éloignées
des concentrations atteintes in vivo)
ou par études "indirectes" démon-
trant un effet négatif sur la transduc-
tion du signal par utilisation d’inhibi-
teurs enzymatiques (qui agiraient sur
les enzymes productrices de RNOS)
ou d' "antioxydants" (qui neutralise-
raient les RNOS). L'identification des
RNOS produites dans la cellule et
considérées comme intervenant dans
I'activation de la signalisation est
généralement non spécifique, comme
la mesure d'une fluorescence intracel-
lulaire due a l'oxydation de la 2',7'-
dichlorofluorescine en 2',7'-dichloro-
fluorescéine et présentée comme
témoin sensible d'une production
d'H,O,. En l'absence d'une peroxy-
dase, H,0, seul ne peut attaquer la
dichlorofluorescine, mais d'autres
RNOS (ONOO-, OH...) et d’autres
agents oxydants peuvent réaliser cette
oxydation : cette méthode peut donc
indiquer une production d’agents
oxydants et de RNOS, mais pas celle
d'une espece oxygénée activée spéci-
fique (Lebel et al., 1992 ; Chandel et
Schumacker, 2000). Les inhibiteurs
enzymatiques utilisés ne sont généra-
lement pas spécifiques, comme le
diphényliodonium (DPI) ajouté pour
inhiber la NADPH-oxydase mais qui
est aussi un inhibiteur de la NO-syn-
thétase et des enzymes flaviniques en
général (Hancock et Jones, 1987;
Zulueta et al., 2002), et les molécules
(réellement ou considérées comme)
"antioxydantes " (telles que la N-acé-
tylcystéine, la pyrrolidine dithiocar-
bamate...) peuvent ne pas atteindre le
site de production des RNOS (phase
lipidique ou aqueuse), avoir une ciné-
tique de réaction trop lente ou avoir
des effets inattendus. Ainsi, dans l'ac-
tivation du NF-xB par les RNOS,
l'utilisation d’antioxydants exerce un
role négatif en "bloquant" ou "ralen-
tissant " l'activation du NF-xB par les
RNOS. Certains travaux ont montré,
au contraire, que des "antioxydants"
comme le butylhydroxyanisole
(BHA) et la pyrroline dithiocarba-
mate sont capables d'activer par eux-
mémes l'expression génique dépen-
dante de NF-xB. Cette contradiction
semble disparaitre si l'on considere
les données d'un travail montrant que
le BHA produit lui-méme des especes
radicalaires (démonstration donnée
par utilisation de la technique spéci-
fique de résonance paramagnétique
électronique), et que c'est sans doute
par cette voie qu'il favorise l'activa-
tion des facteurs nucléaires NF-xB et



AP-1 (Pinkus et al., 1996).

Ces quelques exemples soulignent la
difficulté du sujet et la nécessité de
poursuivre les recherches fondamen-
tales en affinant les techniques d'iden-
tification des RNOS impliquées et de
compréhension de leur mode d'ac-
tion. Les recherches de base restent
indispensables avant de pouvoir envi-
sager une thérapeutique par " antioxy-
dants" bien ciblée et efficace
(Hensley et al., 2000; Lockshin,
2000). Jusqu'a présent, les essais de
thérapeutiques "antioxydantes" in
vivo sont globalement décevants
(MacNee, 2001).

Cibles et mécanismes d'action des
especes activées dérivées de
I’oxygene et de I’azote dans la
signalisation cellulaire

D'une maniére générale, on peut affir-
mer que les RNOS, selon leur endroit
de production et leur nature, agissent
sur des molécules intervenant a diffé-
rents niveaux dans la transduction du
signal, avec des effets variables selon
la cellule, tantdt activateurs tantot
inhibiteurs, expliquant par la les
apparentes contradictions relevées
dans la littérature scientifique et la
variabilité des effets produits par les
molécules utilisées comme antioxy-
dants. Les données de la littérature de
ces dix derniéres années indiquent
que les RNOS (et avec eux les
métaux de transition complexés)
agissent sur les récepteurs membra-
naires, les récepteurs tyrosine
kinases, les protéines adaptatrices et
effectrices, les métabolites des phos-
pholipides comme le diacylglycérol,
les éléments de la voie du Ca*, les
mitogen-activated protein kinases
(MAPKSs), les facteurs de transcrip-
tion nucléaires (c-Jun, NF-kB, AP-1,
p53, HIF-1a...), les phosphatases, les
caspases, les mitochondries, la mem-
brane et les protéines nucléaires,
I’ADN lui-méme.... (Thannickal et
Fanburg, 2000 ; Forman et Torres,
2001).

Les fonctions thiols, présentes sur les
protéines, joueraient un role majeur
dans les interactions avec les RNOS.
Mais, il est encore impossible de pré-
ciser si les RNOS modifient directe-
ment les molécules impliquées dans
la transduction du signal ou si elles
provoquent une consommation des
éléments réducteurs et font
"basculer" le potentiel oxydo-réduc-

teur du milieu, entrainant l'activation
de la cascade de la transduction du
signal. Dans certains cas, on a montré
que le passage d'une protéine de I'état
réduit a 1'état oxydé peut s'accompa-
gner d'une modification de conforma-
tion qui lui permet alors de se fixer
sur une région spécifique de I’ADN,
d'interagir avec des récepteurs ou de
modifier l'activité d'enzymes (Storz et
al.,1990).

Certains auteurs mentionnent des
cibles différentes suivant le type de
RNOS (Irani, 2000; Lee et Shacter,
2000). HOC], par exemple, est actif
sur les facteurs de transcription
nucléaires (Schoonbroodt et al.,
1997). Les aldéhydes dérivés de la
lipoperoxydation (comme le 4-
hydroxynonénal) activent la voie des
MAPKSs et certains facteurs de trans-
cription comme 1'AP-1 (Leonarduzzi
et al., 2000). L'oxygene singulet
serait un agent effecteur de l'expres-
sion génique chez les eukaryotes,
actif sur l'expression d'enzymes
(comme I'héme oxygénase), de pro-
téines (comme les heat shock pro-
téines), de molécules d'adhésion, de
cytokines, de métalloprotéases matri-
cielles, et sur 'activation des facteurs
de transcription nucléaires (Legrand-
Poels et al., 1995 ; Ryter et Tyrrell,
1998). Les avis sont partagés sur les
effets du ‘NO, sur ses interactions
avec les centres a fer ou autre métal
de transition et sur la formation des
cystéines nitrosées qui agiraient
comme des régulatrices normales de
la transcription et de l'apoptose
(Mannick et al., 1999). Les études sur
les effets du peroxynitrite et des nitra-
tions connaissent des débuts promet-
teurs (Go et al., 1999). Quant au rdle
des dérivés chlorés qui pourraient se
former par les interactions du peroxy-
nitrite ou des nitrites avec HOCI dans
certaines circonstances (présence de
la myéloperoxydase), quasiment tout
reste a étudier.

Les mécanismes d'action des RNOS
peuvent se diviser en deux groupes :
l'altération de I'état rédox intracellu-
laire et la modification oxydative des
protéines et autres molécules interve-
nant dans les cascades de la signalisa-
tion. Les milieux biologiques intra-
cellulaires paraissent normalement
réducteurs, griace a la présence de
composés de faible masse molécu-
laire porteurs de fonctions thiols
(comme le glutathion), de NADH et
NADPH, de molécules de masse
moléculaire élevée riches en —SH, de

petites molécules redox active (ascor-
bate, urate, glucose...), de protéines
et peptides réducteurs comme les
thiorédoxine et glutarédoxine ainsi
que des enzymes de réduction comme
la GSH réductase et les thiorédoxine
réductases (Mustachich et Powis,
2000 ; Forman et Torres, 2001). Ces
éléments réducteurs joueraient un
role intracellulaire capital dans I’inhi-
bition d’activation des facteurs
nucléaires induite par les RNOS, role
qui est particulierement étudié pour le
glutathion (Haddad et al., 2000 ;
Rahman et al., 2001).

Les modifications oxydantes des élé-
ments de la cascade de la transduction
du signal varient avec la nature de
I'espéce oxydante. L'anion super-
oxyde pourrait agir en milieu lipi-
dique par ses fonctions de désestérifi-
cation, favorisant la formation de
métabolites lipidiques actifs. Le "NO
agirait sur les centres a fer et par for-
mation de dérivés nitrosés (régulation
des caspases par nitrosation) ou du
peroxynitrite qui agirait par nitration
des résidus tyrosyles, interférant ainsi
avec la phosphorylation. D’une
maniere générale, les RNOS agissent
sur des cibles sensibles comme les
lipides insaturés, les acides aminés
aromatiques, les cystéines, les com-
plexes métalliques (structures Fe-S
des métalloenzymes). Le point com-
mun de nombreuses protéines sen-
sibles aux RNOS est la présence d'un
domaine de régulation activé par
phosphorylation (présence fréquente
d'un résidu tyrosyle). Lorsque ce
domaine est altéré, la phosphoryla-
tion est perturbée et la transduction
du signal est modifiée (Suzuki et al.,
1997 ; Thannickal et Fanburg, 2000).
Les RNOS agissent ainsi sur les deux
classes d’enzymes qui régulent la
phosphorylation, les protéines
kinases et les protéines tyrosine phos-
phatases (PTPs) par altération des
sites de phosphorylation (tyrosine et
sérine/thréonine) (Suzuki ez al.,
1997; Lee et al., 1998). Les RNOS
alterent aussi bien les protéines
kinases impliquées dans la proliféra-
tion cellulaire et qui sont activées par
les facteurs de croissance (les
MAPKSs) (Sundaresan et al., 1995)
que les protéines kinases activées par
le stress (SAPK, stress activated pro-
tein kinases) (Kyriakis et Avruch,
1996). Dans le noyau, les RNOS pro-
voqueraient des ruptures des brins
d’ADN, entrainant l'activation de la
poly(ADP-ribose) polymérase
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(PARP) qui consomme le NAD+ et
contribue a la chute du taux d'ATP
(Lee et al., 1998).

Les cystéines sont des points fragiles,
surtout si cet acide aminé est localisé
au site catalytique d'une enzyme ou
dans la région de fixation d'un facteur
de transcription a I’ADN. La majorité
des protéines et facteurs de transcrip-
tion sensibles aux RNOS possedent
des résidus cystéines sensibles aux
variations du potentiel rédox de 1'en-
vironnement. Les PTPs, par exemple,
possedent une cystéine au site actif
(Suzuki et al., 1997). Mais on connait
mal les mécanismes par lesquels les
modifications de ces cystéines peu-
vent aboutir a l'activation molécu-
laire. Une séquence d'acides aminés
sensible serait la séquence PEST
(proline, acide glutamique, sérine,
thréonine) située dans le domaine
ODD (oxygen dependent degradation
domain) de certains facteurs de trans-
duction comme HIF-1a, induit par
I'hypoxie (Jewell et al., 2001).

Le NF-xB est un facteur de transcrip-
tion nucléaire impliqué dans la réac-
tion inflammatoire et dans la survie
cellulaire et dont l'activation par les
RNOS est démontrée, méme si les
mécanismes d'action et la nature des
RNOS impliquées restent imprécis
(Baichwal et Bauerle, 1997 ;
Schoonbroodt et al., 1997 ; Bowie et
O'Neil, 2000 ; Quinlan et al., 2001).
L'activation du NF-kB nécessite la
dégradation de 1'IxBa phosphorylée
qui libere le facteur nucléaire et lui
permet de pénétrer dans le noyau.
Dans certains types cellulaires, les
RNOS agiraient sur la libération du
NF-xB de son complexe avec 1'lkB
via une action sur les protéines
kinases et les phosphatases et sur sa
liaison avec I’ADN par action sur ses
fonctions -SH. En effet, par des
études in vitro sur des systémes sim-
plifiés, on sait que la liaison d'un fac-
teur de transcription & I’ADN induit
des changements de conformation de
la protéine, du site de I’ADN visé ou
des deux a la fois, et que des résidus
cystéine critiques interviennent au
niveau de la liaison des facteurs de
transcription sur I’ADN (Brennan et
O’Neill, 1996). Les fonctions thiols
sont réputées sensibles a l'action des
RNOS, notamment par nitrosation
(DelaTorre et al., 1997 ; Marshall et
al., 2000). Dans les voies de trans-
duction du signal dépendantes des
cytokines pro-inflammatoires ou des
mitogenes, la phosphorylation d'TkBa
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se produit sur les résidus sérine 32 et
36 de la partie N-terminale. Sous 1'ef-
fet des RNOS (comme H,0, sur une
lignée lymphocytaire T), il y aurait
plutdt phosphorylation d'un résidu
tyrosine (Tyr 42) et des résidus
sérine/thréonine de la partie PEST C-
terminale d'IxBa (Schoonbroodt et
al., 2000). Dans d'autres types cellu-
laires comme les cellules épithéliales
bronchiques, les RNOS pourraient
avoir des actions opposées en aug-
mentant ’activité des IxB kinases,
mais en inhibant la dégradation pro-
téosomale (Jaspers et al., 2001). La
figure 4 résume les sites d’action pos-
sibles des RNOS dans la transduction
du signal.

Role particulier des espéces
activées dérivées de I’oxygene et de
I’azote dans la transmission du
signal dans les leucocytes

Dans les leucocytes (lymphocytes,
monocytes/macrophages, neutro-
philes, éosinophiles), les RNOS agis-
sent sur la régulation des récepteurs,
les activités enzymatiques, la liaison
des facteurs de transcription et I'ex-
pression des genes (Fialkow et
Downey, 1997 ; Pani et al., 2000 ;
Forman et Torres, 2001). Ces cellules
expriment toutes la NADPH-oxydase
a des degrés divers, et la NO-synthé-
tase. Ces deux enzymes sont respon-
sables des premiéres étapes du méta-
bolisme de l'oxygeéne c’est-a-dire la
formation de 1'anion superoxyde et du
‘NO. Monocytes/macrophages et
neutrophiles, mis en contact avec des
stimuli activateurs, répondent par un
métabolisme oxydant important
caractérisé par une augmentation bru-
tale de la consommation d'oxygéne
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Figure 4 :
Les principaux sites d’action des espéces activées

dérivées de I'oxygéne et de I'azote (RNOS) dans la
transduction du signal

Ces sites sont la membrane cellulaire, les récepteurs
membranaires, les protéines intra-cytoplasmiques
associées au récepteur (PR), les protéines effectrices
(PE) et adaptatrices (PA), les enzymes (E) des cas-
cades de la transduction, les facteurs nucléaires (NF),
la membrane nucléaire et I'intérieur du noyau (ADN
et protéines nucléaires).

(flambée respiratoire), particuliére-
ment dans les neutrophiles, une situa-
tion "indépendante” de la signalisa-
tion intracellulaire, normalement
destinée & assurer la phagocytose
avec dégradation des microorga-
nismes envahisseurs (Fang, 1997 ;
Babior, 1999 ; Babior, 2000). Mais, il
semblerait que les RNOS produites
au cours de la flambée respiratoire
puissent exercer une activité modula-
trice sur l'expression des cytokines,
chémokines, molécules d'adhésion et
médiateurs inflammatoires (via l'acti-
vation de la cascade des MAPKs et
du NF-xB) et sur le ralentissement de
l'apoptose des neutrophiles (Schwartz
et al., 1996 ; Matute-Bello et al.,
1997 ; Forman et Torres, 2001).

A c6té de cette production de RNOS
destinée a assurer la phagocytose, il
existerait dans les leucocytes une pro-
duction de RNOS plus "modeste ",
normale, impliquée dans la régulation
du signal intracellulaire, déclenchée
par différents stimuli (comme la fixa-
tion d'un ligand sur son récepteur
membranaire) et assurant la transmis-
sion du signal nécessaire aux diffé-
rentes fonctions métaboliques des
leucocytes.

Parmi les effets attribués aux RNOS

dans les leucocytes, citons :

- P’action sur la phosphorylation des
tyrosines conduisant a la modula-
tion des voies dépendantes de cette
phosphorylation, a la fois en acti-
vant les tyrosines kinases et en
inhibant les tyrosine phosphatases
(Pani et al., 2000 ; Sahan ef al.,
2000). Les effets des RNOS a ce
niveau ont des conséquences dans
différentes directions puisque la
phosphorylation des tyrosine
kinases est le point de départ de la
régulation de nombreuses fonctions
leucocytaires (Fialkow et Downey,
1997) ;

- la modulation de la fonction des
récepteurs Fc et de la phagocytose.
Les neutrophiles expriment deux
types de récepteurs Fc, respon-
sables de la reconnaissance des
microorganismes opsonisés et du
signal transmembranaire condui-
sant a l'internalisation et a la des-
truction du microorganisme. Les
RNOS agissent (outre leur action
dans le phagolysosome) en pontant
un des récepteurs Fc, ce qui conduit
a activer l'autre. Il s'agit ici d'un
effet autocrine des RNOS ;

- la polymérisation de l'actine et la



mobilité cellulaire. H,O, provoque
des modifications du cytosquelette
des macrophages en augmentant la
polymérisation de I'actine. La poly-
mérisation de l'actine dans les
macrophages et les lymphocytes
passe également par la phosphory-
lation des tyrosines, modulée elle-
méme par les especes oxydantes ;

- l'activation de la cascade des MAP
kinases. Dans les macrophages,
cette cascade MAP kinase active le
facteur de transcription c-Jun, et
active la phospholipase A2
(laquelle, via la libération d'acide
arachidonique et la production de
prostanoides, agirait sur la polymé-
risation de l'actine et donc sur le
cytosquelette) ;

- régulation de l'apoptose qui serait
induite par activation de la phos-
phorylation des tyrosines, notam-
ment dans les neutrophiles et les
éosinophiles ;

- la régulation de l'expression des
geénes. Les RNOS agiraient sur les
facteurs de transcripition
nucléaires. L'activation de NF-xB
est liée a la réponse inflammatoire
par son effet activateur de I'expres-
sion de genes liés a cette réaction
inflammatoire ; NF-xB se trouve
dans les lymphocytes, les macro-
phages et les monocytes ;

- les effets paracrines. Les RNOS,
lors du fonctionnement excessif de
la NADPH-oxydase dans les neu-
trophiles, peuvent étre libérés dans
le milieu extra-cellulaire et activer
d'autres cellules situées dans un
environnement proche : les cellules
endothéliales peuvent étre des
cibles de choix (Benbarek et al.,
2000) et les fonctions des lympho-
cytes peuvent étre modulées par
HOCI (El-Hag et Clark, 1987).

ROLE DES ESPECES
ACTIVEES DERIVEES DE
L’OXYGENE ET DE I’AZOTE
DANS L’APOPTOSE

Les RNOS interviendraient dans I'ac-
tivation de l'apoptose, et, comme
dans la transduction du signal, leur
role peut étre double ici aussi.
L'agression oxydante, c'est-a-dire la
production brutale et importante de
RNOS, en amenant des perturbations
de I'équilibre rédox, entraine la mort
de la cellule par nécrose a la suite
d'altérations aigués des fonctions cel-
lulaires, avec une perte rapide du
contenu cellulaire en ATP. La mort

par nécrose présente des caractéris-
tiques morphologiques de gonflement
cellulaire et de rupture de membrane,
avec dispersion du contenu cellulaire
toxique pour les cellules voisines ou
attracteur des cellules pro-inflamma-
toires (les phagocytes), et donc avec
réaction inflammatoire. Lorsque les
concentrations en RNOS sont plus
faibles, il y aurait mort par apoptose
sans inflammation et sans activation
du métabolisme oxydant des phago-
cytes. Les RNOS sont ainsi présen-
tées comme des médiateurs endo-
génes normaux de Il'apoptose
(seconds médiateurs) et certaines
observations confirment ce point de
vue : la chute des pools de GSH dans
I'apoptose liée a la production de
RNOS, la capacité de la catalase a
bloquer l'apoptose, l'attribution d'une
activité "antioxydante" aux facteurs
anti-apoptotiques comme Bcl-2 et
p35, et le role attribué aux phéno-
menes oxydants sélectifs dans I'alté-
ration de la surface membranaire et
dans 1' "externalisation" de la phos-
phatidylsérine (Kagan et al., 2000).
Cette "externalisation” est considé-
rée comme un marqueur membra-
naire de l'apoptose permettant de
désigner aux macrophages la cellule a
éliminer (Savill, 1997).

Parmi les voies de régulation de
I’apoptose  (Savill, 1997
Ischiropoulos, 1998b), la voie mito-
chondriale prend une importance
croissante, via la libération du cyto-
chrome c et le statut oxydo-réducteur
de la mitochondrie et de la cellule
(Hancock et al., 2001). La mitochon-
drie est considérée comme un orga-
nite "senseur" d’O, ("électrode a
oxygene " naturelle) couplé a la trans-
duction du signal. En réponse a I'hy-
poxie, elle augmenterait la production
de RNOS intervenant comme
seconds messagers et déclenchant
une réponse adaptative (Chandel et
al., 2000).

Sur les membranes des mitochon-
dries, les RNOS agiraient en provo-
quant l'oxydation de composés lipi-
diques (comme les cardiolipines), une
rupture du potentiel membranaire et
une libération du cytochrome c. Si la
capacité réductrice du milieu envi-
ronnant (ot le GSH parait jouer un
réle majeur) est altérée, le cyto-
chrome c passerait a 1'état oxydé et
déclencherait les mécanismes de
I'apoptose (Nomura et al., 2000 ;
Hancock et al., 2001). Dans cette
perspective d'un effet initiateur des
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Figure 5 :

Roéle potentiel du peroxynitrite (ONOO-) dans la
transduction du signal et l'apoptose.

ONOO- agirait par oxydations des structures a -SH et
a -S-CH,, hydroxylations et nitrations (cycle aroma-
tigue de la tyrosine). PK: protéine kinase; PTP: pro-
téine tyrosine phosphatase; PE: protéine effectrice,
PA: protéine adaptatrice, NF : facteur nucléaire (act. :
activé).

RNOS sur la libération du cyto-
chrome c, l'action désestérifiante de
I'anion superoxyde (produit normale-
ment en quantité limitée et contrdlée
par la mitochondrie, mais augmenté
en situation d'anoxie ou d'hyperoxie)
doit étre ré-envisagée. Le cytochrome
¢ libéré forme le complexe cyto-
chrome c-Apaf-1 proscaspase 9
(figure 5) qui conduit a l'activation en
caspase 9 par apport d'énergie due a
I'hydrolyse de I'ATP (Richter et al.,
1996 ; Lee et al., 2000). Mais il faut
que subsiste une concentration suffi-
sante en ATP pour que 1’apoptose
puisse se produire (Lelli ef al., 1998).
Si le taux d'ATP est trop faible, il y
aura nécrose et donc réaction inflam-
matoire. Ce point de vue s'applique
particulierement bien a l'anoxie ol les
concentrations en ATP s'effondrent.

La mitochondrie joue ainsi un role
majeur dans l'apoptose comme
semble le confirmer la présence dans
celle-ci de protéines anti-apopto-
tiques comme Bcl-2 qui peut bloquer
la libération du cytochrome c pro-
apoptotique. Lorsque des especes
réactives sont produites dans la mito-
chondrie, elles peuvent réagir avec
des groupes prosthétiques et des rési-
dus aminés et initier la libération de
facteurs apoptogénes. Le "NO est une
de ces especes actives qui peut proté-
ger ou induire l'apoptose selon sa
concentration et sa cible, et en fonc-
tion de la présence d'autres especes
activées comme l'anion superoxyde et
d'une formation éventuelle de per-
oxynitrite. Les faibles doses de "NO
protegent les lymphocytes B contre
I'apoptose induite par l'infection
virale ou l'activation des récepteurs,
tandis que des doses élevées de "NO
induisent 'apoptose dans les macro-
phages, les hépatocyes, les cellules
gliales et les neurones. La concentra-
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tion en "NO joue ainsi un role essen-
tiel non seulement dans les cellules
bien équipées en NO-synthétase
constitutive comme les neurones et
les cellules endothéliales, mais sur-
tout dans les cellules comme les
hépatocytes, les chondrocytes, les
astrocytes et les macrophages qui
répondent aux cytokines proinflam-
matoires et a d'autres agressions cel-
lulaires (anoxie, hypoxie, produits
bactériens...) par l'induction d'une
NO-synthétase produisant des
concentrations importantes de ‘NO.
Ces concentrations peuvent devenir
cytotoxiques, surtout si, simultané-
ment, ’anion superoxyde est formé
par le systtme NADPH-oxydase
(Bosca et Hortelano, 1999). Il en
résultera une synthése accrue de
ONOO'. Le ‘NO réagit directement
avec des protéines hémiques, des pro-
téines a fer et soufre et les thiols
réduits, composés impliqués dans la
transduction du signal. La mitochon-
drie est riche en protéines hémiques
et en protéines a fer-soufre. Ces réac-
tions sont réversibles. Par contre, la
réaction de ces molécules avec le per-
oxynitrite est irréversible. Dans la
mitochondrie, le “NO inhibe de nom-
breuses enzymes, les complexes I et
IV, la cytochrome oxydase, 1'aconi-
tase. Le ONOO" s'attaque a l'aconi-
tase et aux complexes I et II. La perte
de fonction des mitochondries réduit
le potentiel rédox de la cellule et
entraine une perte énergétique (Lin
et al., 1998).

Mais, comme pour la transduction du
signal, certains résultats sont contes-
tés par d’autres travaux, et plusieurs
observations indiquent méme que
certaines especes radicalaires pour-
- raient atténuer l'apoptose (Chandra
et al., 2000) ou que les RNOS
seraient une conséquence du déclen-
chement de ’apoptose et non sa
cause. Au niveau de la mitochondrie
par exemple, des travaux (Cai et
Jones, 1998) ont remis en cause le
role "antioxydant" attribué au facteur
anti-apoptotique Bcl-2 (Hockenbery
et al., 1993 ; Kane et al., 1993) et
montré que les modifications du
potentiel oxydo-réducteur intramito-
chondrial suivent la libération de
cytochrome c et I’activation de la cas-
pase 3, de sorte que la production des
RNOS est une conséquence et non
I’initiateur de I’apoptose induite par
la voie mitochondriale. L'oxydation
sélective de la phosphatidylsérine
(anionique) se ferait par interaction
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Tableau I : Production des especes activées dérivées de I’oxygeéne et de 1’azote (RNOS)

et leurs principaux effets in vivo.

* Lien de production des RNOS

- dans le réticulum endoplasmique

- dans les mitochondries (taux basal faible en conditions normales,
production accrue en anoxie ou en hyperoxie)

- par les phagocytes (neutrophiles et macrophages alvéolaires) : production
excessive et incontrdlée dans les réactions intlammatoires aigués

- dans le cytosol (enzymes constitutives ou induites)

* Role physiologique normal

mfecticuse}

la signalisation intracellulaire
- role dans la régulation de 'apoptose

- destruction des microorganismes lors de la phagocytose (lutte anti-

- regulation de I'équilibre oxydo-réducteur et role de seconds messagers dans

= B

©

* Réle pathologique : altérations cellulaires

- altérations protéiques (oxydations des fonctions -SH., carbonylations...)

- altérations de la chaine de transport d’électrons mitochondriale

- altérations de ' ADN (oxydation des bases nucléiques, cassures monobrin)
- lipoperoxydation membranaire (altérations de la perméabilité cellulaire)

- altérations de la synthése protéique et des fonctions enzymatiques

avec le cytochrome c cationique
libéré par la mitochondrie en souf-
france.

Le rdle et les modes d’action des
RNOS dans I’apoptose restent donc
largement controversés, controverses
que seules de nouvelles recherches
fondamentales pourront résoudre
(Ren et al., 2001).

CONCLUSION

In vivo, dans la cellule, il existe un
équilibre entre oxydants et réducteurs
(équilibre rédox), normalement en
faveur des réducteurs. Des enzymes
spécialisées permettent la production
de RNOS, en faibles doses, actives
dans I'hnoméostasie cellulaire, produc-
tion qui est normalement strictement
régulée et contrebalancée par des
"antioxydants ". Des conditions parti-
culieres peuvent conduire & un désé-
quilibre en faveur des especes oxy-
dantes, dépassant la capacité de
défense "antioxydante " de la cellule.
Ce déséquilibre peut perturber la
transduction du signal et conduire
jusqu’a la mort cellulaire par apop-
tose ou nécrose. Ces conditions sont
rencontrées par exemple, lors des
phénomenes d’anoxie-réoxygénation

ou lors de pathologies dégénératives
chroniques. Les phagocytes, et sur-
tout les neutrophiles, sont des cellules
a haute capacité de production de
RNOS ; elles peuvent étre activées de
maniere incontrolée dans les patholo-
gies inflammatoires aigués et systé-
miques, conduisant a une production
de RNOS excessive, seule condition
ou l'on puisse réellement parler d'une
"agression oxydante".

SUMMARY

Reactivity and chemical pro-
perties of oxygen

Given the enthusiasm arisen by
reactive oxygen species among
pathologists and clinicians, this
synthesis reminds the chemical
nature and the reactivity of oxy-
gen. Generation of reactive
nitrogen and oxygen species,
their production in vivo and their
physiological and toxic effects
are explained emphasizing a
recent aspect: their role in cell
signaling and apoptosis.
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1. DENOMINATION - EXCENELe RTU
2. COMPOSITION qualitative et quantitative en principes actifs, enconstitu-
ants de I'excipient dont la 1ce est né ire a une bonne administ-
ration du médicament.

Ceftiofur: 50 mg (sous forme de chlorhydrate) huile de graine de coton gs 1 ml
3. FORME PHARMACEUTIQUE

Suspension injectable.

4. PROPRIETES PHARMACOLOGIQUES

Le ceftiofur est une céphalosporine résistante aux b-lactamases dont le spectre
d'activité couvre les bactéries gram positif et gram négatif. Le ceftiofur agit par
inhibition de la synthése de la paroi bactérienne, ce qui est a I'origine de ses
propriétés bactéricides.

Le ceftiofur est actif sur les germes suivants : Pasteurella multocida,
Actinobacillus pleuropneumoniae et Streptococcus suis, qui sont impliqués dans
les affections respiratoires du porc.

Bordetella bronchiseptica est naturellement résistante au ceftiofur.

Il est également actif sur les germes responsables des affections respiratoires
des bovins : Pasteurella multocida, Pasteurella haemolytica (Mannheimia spp.),
Haemophilus somnus, et les germes responsables du panaris interdigité des
bovins : Fusobacterium necrophorum, Bacteroides melaninogenicus.

Aprés administration intramusculaire, le ceftiofur est rapidement métabolisé en
desfuroylceftiofur, le métabolite actif principal. L'activité antimicrobienne du des-
furoylceftiofur sur les germes responsables des maladies respiratoires animales
est identique a celle du ceftiofur. La concentration plasmatique maximale en
desfuroylceftiofur est atteinte en une heure chez les porcins et

3 heures chez les bovins.

La demi-vie du métabolite majeur (t 1/2) est de 16.7 + 2.3 heures chez le porc.
Il n'a pas été observé d'accumulation de desfuroylceftiofur aprés I'administra-
tion quotidienne de 3 mg ceftiofur/kg PV./j. pendant trois jours.

L'élimination se fait principalement par voie urinaire (plus de 70%).

Environ 12 & 15% du médicament se retrouve, en moyenne, dans les faeces.

La biodisponibilité du ceftiofur aprés administration intramusculaire est totale.
Chez les bovins, la demi-vie d'élimination du desfuroylceftiofur est de

11 heures. Aucune accumulation n'a été observée lors d’un traitement de

5 jours. La voie d’élimination principale est urinaire (supérieure a 55 %). 31 % de
la dose initiale sont retrouvés dans les féces.

La biodisponibilité du ceftiofur, aprés injection sous-cutanée, est totale.

5. INFORMATIONS CLINIQUES

5.0 Espéces-cibles

Porcins et bovins.

5.1 Indications d'utilisation, en spécifiant les espéces-cibles;

Affections a germes sensibles au ceftiofur :

Porcins: Traitement curatif des infections respiratoires & Pasteurella multocida,
Actinobacillus pleuropneumoniae et Streptococcus suis.

Bovins: Traitement curatif des infections respiratoires a Pasteurella
haemolytica (Mannheimia spp.), Pasteurella multocida et Haemophilus
somnus.

Traitement curatif du panaris interdigité & Fusobacterium necrophorum
et Bacteroides melaninogenicus.

5.2 Contre-indications

Ne pas administrer aux animaux ayant des antécédents d’'hyper-
sensibilité au ceftiofur ou aux autres b-lactam antibiotiques.
5.3 Effets indésirables (fréquence et gravité)

Chez les porcins, au point d'injection, des réactions peu
sévéres telle qu’'une décoloration du fascia ou de la graisse
sont observées chez certains animaux jusqu'a 20 jours aprés
I'injection.

Les bovins peuvent présenter a I'endroit de I'injection de
légeéres réactions inflammatoires telles qu'oedéme tissulaire

et décoloration du tissu sous-cutané et/ou du fascia muscu-
laire.

Chez la pluspart des animaux, le site d'injection est clini-
quement normal aprés 10 jours, méme si une légére décolo-
ration tissulaire peut persister 28 jours ou plus.

5.4 Précautions particuliéres d’emploi

100 ml

Inj. Susp/ Susp. Inj.
Cettiofur hydrochlorid.

90 mg/ml

\bor diergeneeskundig
jebr uik
usage vétérinaire
Zur Anwendung in der

Veler inérmedizin
For veterinary use
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Secouer énergiquement le flacon avant utilisation, pour permettre la remise en
suspension du produit.
5.5 Utilisation en cas de gravidité et de lactation
Bien que I'on n'ait trouvé aucune preuve d'effet tératogéne, d'avortement ou
d'effet sur la reproduction dans les études menées sur des animaux de labora-
toire, la sécurité du ceftiofur en matiére de reproduction n'a pas été spécifi-
quement démontrée chez les truies ou les vaches gravides.
5.6 Interactions médicamenteuses et autres
Non connues.
5.7 Posologie et mode d’administration
Porcins:3 mg de ceftiofur par kg de poids vif par jour pendant 3 jours, par voie
intramusculaire, soit 1 ml/16 kg & chaque injection.
Bovins: Traitement des affections respiratoires : 1 mg de ceftiofur par kg de
poids vif par jour pendant 3 a 5 jours, par voie sous-cutanée, soit 1 ml/50 kg a
chaque injection.
Traitement du panaris interdigidité: 1 mg de ceftiofur par kg de poids vif par
jour pendant 3 jours, par voie sous-cutanée, soit 1 ml/50 kg & chaque injection.
Les injections suivantes doivent étre faites en different points.
5.8 Surdosage (symptémes, conduite d'urgence, antidotes) (le cas échéant)
La sécurité du ceftiofur a été démontrée chez le porc par I'utilisation de doses 8
fois supérieures a la posologie quotidienne recommandée, administrées pen-
dant 15 jours consécutifs par voie intramusculaire.
Chez les bovins, aucun signe de toxicité sysémique n’a été observé lors de sur-
dosage important par administration parentérale.
5.9 Mise en garde particuliére a chaque espéce-cible
Aucune.
5.10 Temps d'attente
Porcins: Viande et abats: 5 jours
Bovins: Viande et abats: 8 jours
Lait: zéro jour
5.11 Précautions particuliéres a prendre par la personne qui administre le
produit aux animaux
Les pénicillines et les céphalosporines peuvent provoquer une hypersensibilité
(allergie) a la suite de leur injection, inhalation, ingestion, ou au contact de la
peau. L'hypersensibilités aux céphalosporines et aux pénicillines peut étre
croisée. Les réactions allergiques a ces substances peuvent étre graves.
En cas d'hypersensibilité, éviter tout contact avec le produit. En cas d'appari-
tion d'érytheme cutané, prendre I'avis d'un médecin. En cas d'apparition
d’oedéme du visage, des lévres, des yeux ou en cas d'apparition d’une difficulté
respiratoire, consulter immédiatement un médecin.
6. INFORMATIONS PHARMACEUTIQUES
6.1 Incompatibilités (majeures)
Non connues.
6.2 Durée limite d'utilisation, si nécessaire aprés reconstitution du produit
ou lorsque le récipient est ouvert pour la premiére fois;
24 moisAprés premiére utilisation: 30 jours & une température
inférieure a 25°C.
6.3 Précautions particuliéres de conservation
Conserver a une température inférieure a 25°C.
6.4 Nature et contenu du récipient. Numéros d'identification
administrative
Nature du conditionnement primaire
Flacon verre de type | avec bouchon de caoutchouc.
Modele(s) destiné(s) a la vente et numéro(s) d'identification
administrative
Boite de 1 flacon de 100 ml
Boite de 10 flacon de 100 ml
6.5 Nom ou raison sociale et domicile ou siége social du
tituaire de I'autorisation de mise sur le marché
Pharmacia NV/SA, Rijksweg 12, 2870 Puurs, Belgique
6.6 Précautions particuliéres a prendre lors de I'élimina-
tion de produits non utilisés ou de déchets, le cas
échéant.
Tous médicaments vétérinaires non utilisés ou déchets
dérivés de ces médicaments doivent étre éliminés conformé-
ment aux exigences locales.
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