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Avant propos et objectifs

Les especes réactives de l'oxygéne (EROs) et leylidgation probable dans certaines
physiopathologies humaines suscitent, depuis cesedes décennies, un intérét grandissant
dans le domaine de la santé. Cet intérét a vuwleiliy a une cinquantaine d’années, lorsque
Harman(1956) émit I'’hypothése que le vieillissement serait @ntip d0 & une accumulation
de dommages moléculaires et cellulaires provoquéslgs EROs. Depuis lors, le stress
oxydant, résultant d’'un déséquilibre entre les &sysis antioxydants et la production
d’'oxydants comme les EROs, semble étre lié a debneuses maladies plurifactorielles au
premier rang desquelles figurent les canc@fawanishi et al., 2002) les maladies
cardio-vasculaire§Sachidanandamet al., 2005) et I'inflammation(Bodamyaliet al., 2000)

Les mécanismes par lesquels ces pathologies sdoppeat impliqguent généralement
l'altération oxydative de molécules d’'importanceygiblogique comme les protéines, les
lipides et les acides nucléiques, ainsi que la fabidm de I'expression des génes et de la
réponse inflammatoire.

Au cours de I'évolution, les organismes aérobiest dblomme se sont adaptés pour contrer
les effets délétéres du stress oxydant, notamnagrifpnise en place de systéemes de défense.
Parmi eux, les systemes enzymatiques, notammesuferoxyde dismutases, les catalases,
les glutathion peroxydases ainsi que les systemergttioxines, sont reconnus comme étant
les plus performants dans la détoxification des ER@s principaux systemes antioxydants
non enzymatiques présents dans I'organisme huraghoupent, quant a eux, le glutathion, la
bilirubine, les hormones sexuelles ocestrogénique'scide urique, les formes
ubiquinol/ubiquinone, et l'acide dihydrolipoiquen Eoutre, nombre d’études s’accordent
aujourd’hui sur limportance de la contribution demtioxydants exogenes, apportés
notamment par l'alimentation, dans la lutte congestress oxydant. Ces antioxydants
essentiellement d’origine végétale sont apportés $ forme de composés phénoliques, de
tocophérals, de tocotrienols, d’acide ascorbiquéeetaroténoides. Se pose alors la question
de leur efficacité réelle et des outils nécessairésur évaluation, comme en témoignent les
nombreuses revues consacrées a ce @geset et Cuvelier, 1996 ; Halliwell, 1990 ; 1995
Prior et Cao, 1999 ; Frankel et Meyer, 2000 ; Ghis al., 2000 ; Niki et Noguchi, 2000 ;
Huang et al., 2005 ; Prioret al., 2005 ; Beckeret al.,2004 ; Antolovichet al.,2002 ;
Roginsky et Lissi, 2005; Sanchez-Moreno, 2002gm@s et al., 2005 ; Cuvelier et
Peyrat-Maillard, 2007 ; Frankel et Finley, 2008 agalhaest al.,2008) Or, la complexité et
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la diversité des systemes d’étude ont conduit areldppement d’'une multitude de tests,
aucun d’entre eux ne présentant malheureusemerdrantére universel.

La stratégie de mesure la plus simple consistesurag en I'absence de substrat oxydable, la
capacité d’'une molécule a réduire un radical lil2ette approche diteon compétitiveest
généralement facile a mettre en ceuvre, mais pedamtonvenient de ne pas fournir de
mécanisme compétitif entre I'antioxydant et le $rdisoxydable pour réduire les espéces
oxydantes. A 'opposé de la stratégien-compétitivecelle ditecompétitivemet en ceuvre un
substrat oxydable et consiste a mesurer l'effetbitdur d’'une substance sur I'oxydation
naturelle ou artificielle de ce substrat. Globalatndées tests peuvent étre conduifs en
milieux homogénes aqueux ou lipidique@i) en milieux hétérogénes émulsifiés ou
liposomiaux, ou encor@ii) en milieux naturels pluri-compartimentés commedelules en
culturein vitro. D’'un point de vue cinétique, deux approches peueae employées(i) la
mesure de la formation de produits d’oxydation(igula mesure de la disparition du substrat
oxydable.

(i) Bien que les méthodes compétitives basées surelsunm des produits d’oxydation
présentent de nombreux avantages, elles sont n@aniimitées par le fait qu’il n’existe pas
de marqueur d’oxydation universel. Ainsi, dans & spécifique des lipides polyinsatures,
'oxydation conduit a la formation de produits di@ation primaire, qui sont ensuite
convertis en composeés d’oxydation secondaire, Esqueuvent encore réagir avec d’autres
substrats oxydables comme les protéines ou I’ADahdce contexte, un produit d’oxydation
peut étre considéré comme un nceud d’'un réseau dymaiie réactions complexes, subissant
des influences en amont et en aval.

(i) A 'opposé, l'autre approche cinétique se basdaunesure de la disparition du substrat.
Parmi ces méthodes, certaines ont été critiquéas pettre en ceuvre un trés large exces
d’antioxydant comparé au substrat oxydable, ceegtiirréaliste au regard du phénomene
naturel d’antioxydation. D’autre part, les substraxydables utilisés dans ce type d’approche
doivent étre facilement mesurables, généralemenhayen d’'une mesure spectrale. Cette
limitation a conduit a l'utilisation de substratkidrophores ou chromophores, qui sont
toutefois non représentatifs des substrats rereontians les aliments ou les milieux

biologiques.

L'utilisation de ce corpus de méthodes a permisugepne vingtaine d’années d’accumuler
des données expérimentales relatives a la capacitéxydante de molécules pures ou en

mélange au sein d’extraits végétaux. Cependanpple de conditions opératoires et de
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stratégies de mesure différentes a naturellemegereiné des divergences de résultats et

d’interprétation d’'une étude a l'autre.

Au sein de cette problématique, le premier objedgifce travail a été de mieux comprendre
les propriétés d’'une classe particuliere de mo&xwntioxydantes comme les composeés
phénoligues. Atteindre cet objectif suppose cepainda disposer de systemes de tests tres
variés mis en ceuvre notamment en milieu homogénguxqou organique, en milieu
hétérogene émulsifié et en milieu naturel compatitd comme les cellules en culture.

Pour étudier les propriétés antioxydantes en mitiemogene aqueux, la méthode oxygen
radical absorbance capacity (ORALbasée sur I'utilisation de sel disodique de fhsa€ine

a été utilisée, tandis que pour travailler en millomogene organique la méthode non
compétitive employant le radical stable 2,2-diphépicrylhydrazyl (DPPH) a été choisie.
En revanche, pour les deux autres types de milidexnouvelles méthodologies ont été
élaborées. Concernant les milieux hétérogénes ke dynulsion, nous avons développé un
test basé sur I'oxydation de trienes conjuguésteGréthodologie se fonde sur les propriétés
d’absorption dans le domaine ultraviolet de I'hudketung en émulsion. L'utilisation de cette
huile comme substrat oxydable a permis de mesareapacité antioxydante de différents
composés phénoliques purs ou en mélange au seinaits végétaux. Concernant les milieux
naturels pluri-compartimentés, nous avons utiligs dignées cellulaires de fibroblastes
génetiqguement modifiees, lesquelles sont caraétsispar une production endogéne
importante d’especes oxydantes d’origine mitochiaelr Ce métabolisme cellulaire permet,

entre autres avantages, de ne pas recourir a ue dioduction artificielle de I'oxydation.

Le deuxiéme objectif de ce travail a été de carseteles motifs structuraux impliqués dans
le déterminisme de la capacité antioxydante simake des résultats expérimentaux obtenus
dans les différents systemes précédemment cités.

Pour cela différents modeles de composés phéngliqoe été employés. Dans un premier
temps, I'étude a été focalisée sur des composéplesnde type acides phénoliques et
flavonoides, mais également sur des molécules figgee en mélange au sein d’extraits
végeétaux comme les extraits de feuilles d’olivienfin, des molécules fonctionnalisées par
greffage de chaines aliphatiques de différenteguenrs ont été employées dans des systemes
hétérogénes de type émulsion et culture cellulaParmi les différents parameétres
physico-chimiques étudiés, nous nous.sommes phiisyd&erement intéressés au nombre et a

la position des hydroxyles phénoliques sur le cyetamatique, a la possible modulation de
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leur réactivité par la structure associée au(x)an@y) phénolique(s) (groupement a effet
mésomere, ...), mais également a l'influence de Fagtobie des composés phénoliques

modéles sur leurs propriétés antioxydantes.

Le présent manuscrit est structuré en trois chepitr

Une synthése bibliographique précéde l'exposé dagauix et rappelle les principaux
mécanismes d’oxydation et d’antioxydation, ainse das outils d’évaluatiomn vitro des
propriétés antioxydantes. Au sein d’'un deuxiemepitt& intitulé « Matériel et méthodes »,
les modes opératoires des techniques employéesd&aiites.

Enfin, le troisiétme chapitre « Résultats et disuss présente I'ensemble des résultats
obtenus et les interprétations qui en découlentcl@gitre est structuré en quatre parties. La
premiere présente la mise au point expérimental@glication de la méthodologie CAT
(conjugated autoxidizable triene) a la détermimatie la capacité antioxydante de composés
phénoligues modeles. La deuxiéeme partie concegtadé de la relation existant entre la
structure moléculaire et la capacité antioxydanésurée par trois méthodesvitro : les tests
ORAC:, DPPH et CAT. Une troisiéme section est ensuitesaorée a I'étude des propriétés
antioxydantes d’extraits de feuilles d’olivier gantermédiaire de la méthode CAT. Enfin,
sont détaillés dans la derniére partie les résutthtenus sur culture cellulaire de fibroblastes

humains.
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Etude bibliographigue 1. Aspects chimigues et biologigues des mécaniskyesitifs

1. ASPECTS CHIMIQUES ET BIOLOGIQUES DES MECANISMES OXYDATIFS

Au cours de I'évolution, les organismes aérobiesmd adaptés a I'oxygene atmosphérique
par la mise en place de systémes métabolisantdéng. Elément indispensable a notre
survie, 'oxygéne est également a I'origine de ¢dg&i chez ’'Homme. Cette toxicité est liée a
sa nature bi-radicalaire, autorisant des réarraegesnélectroniques sur la couche orbitale
externe et le rendant plus actif. Ainsi, 'oxygem®léculaire peut se transformer dans les
cellules mammiferes, essentiellement par voie eafigme, en espéces réactives de
'oxygéne (EROs). Le complexe enzymatique mitochimhdde la chaine respiratoire
représente la principale source enzymatique d’ER{@s, que d’autres sources, cytosoliques,
membranaires ou présentes au sein de différentniteg cellulaires, puissent également
générer des EROs : NADPH oxydase membranaire, ixenanthine oxydase, enzymes de
la voie de l'acide arachidonique (lipoxygénase,l@pxygénase), enzymes du réticulum
endoplasmique lisse (cytochromg;dp et peroxysomegBeaudeux et Vasson, 200%otons
gu’en parallele, des EROs peuvent étre forméesateame non-enzymatique, notamment au
travers de l'autoxydation des catécholamines, désoges et des flavines par I'intermédiaire
de facteurs environnementaux tels que les UVsrdégtions ionisantes, les catalyseurs
chimiques, I'alcool, le tabac, les médicamentssiajoue les épisodes d’'ischémie-reperfusion.
Dans les conditions quotidiennes normales, ces ERiD$ continuellement produites en
faibles quantités et cette production physiologigsieparfaitement maitrisée par des systéemes
de défense. Dans ces circonstances normales, qoalla balance antioxydants/pro-oxydants
est en équilibre. Si tel n'est pas le cas, queodepar déficit en antioxydant et/ou par suite
d’'une surproduction d’EROs, I'excés de ces espéeggdantes est appelé « stress oxydant »
et peut résulter en l'oxydation de substrats bganoigques dimportance physiologique
comme les lipides, les protéines et les acidesémmats (Favier, 2003) Ainsi, dans les
membranes, I'oxydation des lipides et la réactiea pgroduits d’oxydation avec les protéines
vont perturber la microarchitecture membranairaletrer certaines fonctions biologiques
cruciales telles que la perméabilité, la fluidité encore I'activité de récepteurs et d’enzymes
(Cillard et Cillard, 2006) Dans les lipoprotéines de basse densité (LDbkytation des
lipides, mais également la modification des résigames de I'apolipoprotéine B100 par les
produits d’oxydation lipidique secondaire, jouenh wdle majeur dans [I'étiologie de
I'athérosclérose. Les LDLs oxydés se comportentéféat comme de véritables « chevaux de
Troie » en introduisant dans les macrophages dedujis d’oxydation fluorescents et

carbonylés qui participent, par le biais de mégaas encore partiellement élucidés, a la
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formation de cellules spumeuses et des striesidyées concomitantes. Par ailleurs,
I'oxydation de résidus cystéines du domaine desdiaia I'ADN de la p53 (protéine
« gardienne du génome »), peut conduire a une g@&mgue lors de son interaction avec
I'ADN, altérant ainsi le processus de mort celltdgprogrammeée ainsi que la réparation de
'ADN. Au niveau nucléaire, les modifications oxytl@s des bases de 'ADN sont des
causes possibles de mutagénése et de cancérogénese.

Sur un autre plan, enfin, l'oxydation pose de sBrieproblemes aux industries
agroalimentaires et cosmétiques, notamment celiisant des acides gras polyinsatures.
Ainsi, dans le domaine alimentaire et au-dela datéfation des qualités gustatives
(rancissement) et nutritionnelles (pertes en vite@®iet acides gras essentiels), I'oxydation
des lipides et des protéines en composés hautegsmtiifs et toxiques représente un danger
réel pour le consommateur. Apres un bref rappebrihge concernant la génération des
espéeces oxydantes, nous aborderons les mécanisyasifs de trois grandes familles : les
lipides, les protéines et les acides nucléiques.

1.1. GENERATION DES ESPECES OXYDANTES

Les especes réactives de l'oxygéne (EROs) peuvieat d&finies comme des especes
partiellement réduites de I'oxygene dont le chefildeest le radical superoxyde,Qrésultant

de la réduction mono-électronique de I'oxygéne edsgnce de métaux de transition, de
molécules organiques, mais surtout d’enzymes agmeamt pour la plupart au complexe de la

chaine respiratoire mitochondriale.

1.1.1. Les mitochondries : sources majeures d’esmEcoxydantes

Les mitochondries sont des organites cytoplasmiqu&sents dans toutes les cellules
eucaryotes, dont la fonction la mieux caractérigst la production d'énergie par
phosphorylation oxydative. Le terme mitochondriené paBendaen1898 dérive du grec
mitos signifiant « filament » et deondrosqui désigne la « graine », en raison de l'aspect de
cet organite durant la spermatogénéese. Les mitattleansont des organites de petite taille de
I'ordre du micron Fig. 1A-C). Leur nombre dans la cellule est encore sujétatiCollins et

al., 2002) A titre d’exemple, il a été estimé que les hépytes de rat contenaient de I'ordre
de 1000 mitochondries par cellule, mais cette ahooel dépend du type cellulairees

mitochondries présentent une ultra-structure stahakeec un double systeme membranaire (2
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doubles couches phospholipidiques) définissant deaxpartiments mitochondriaux
distincts : 'espace matriciel et I'espace interrbeamaire Fig. 1).

Membrane interne Meribiane axterie

A
! '
| l
1
- :
I '
'

A
[
'
1
1
1
1
'
)
!
1 1
1

]
Matrice ) Espace
Créte mitochondriale inter-membranaire

Fig. 1. Morphologie des mitochondries humaines.

La constitution de leur double membrane riche ewlichpine, leur patrimoine génétique
(absence d’intron et d’histone, codons différenis)structure des unités codées par 'ADN
mitochondrial de la cytochrome oxydase, leur mode de renouvellement par scis&@par
(mitochondriodiérese), ainsi que la sensibilité iksite des ribosomes mitochondriaux et
bactériens aux antibiotiques comme la streptomyciseggerent fortement que les
mitochondries seraient les descendants directsad&éies logées a l'intérieur d’'un héte
bactérien dit nucléo-cytoplasmique selon la théenéosymbiotique dBortier (1918)Par la
suite, Wallin (1927) mais surtoutMargulis (1967 ; 1970)ont étayé et formulé I'intuition
initiale de Portier dans un cadre théorique plusné& en incorporant de nombreuses
observations établies dans le champ de la microgiel SelorMargulis et Sagan (2002)un
des scénarios endosymbiotiques les plus probahlggjuerait que les mitochondries seraient
apparues par endosymbiose de bactéries prédaammestrales proches @slellovibrio ou
Daptobacteravec une bactérie hote de tyffgermoplasma

D’un point de vue fonctionnel, les mitochondriesmtsoesponsables de la production de
I'énergie indispensable au travail cellulaire. Léégie chimique utilisée par les cellules est
principalement emmagasinée dans la derniére ligibmsphate de 'adénosine triphosphate
(ATP). Cette molécule est obtenue par oxydationcdesbustibles cellulaires que constituent

le glucose, les acides gras et les acides aminasi, Aes voies cataboliques-0xydation ou

! Publié sous le nom d’épouse Sagan.
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bY

hélice de Lynen, glycolyse, voie des pentoses piaisp, ..) associées a ces différents
nutriments convergent vers la molécule d’acétyl-Cqéi va par la suite étre prise en charge
par le cycle des acides tricarboxyliques, égalerappelé cycle de Krebd lissu de huit
réactions successivebpxydation compléte de I'acétyl-CoA en GG’accompagne de la
production d’électrons qui vont étre pris en chgoge des coenzymes et des flavoprotéines
(réaction 1).

Acétyl-CoA + 3 NAD + FAD + ADP + R+ 2 H,O 0®94 9%, 3 NADH,H" + FADH, +
CoA+2CQ +ATP Q)

Ainsi, I'oxydation complete des combustibles celltds permet la constitution d’'un pool
matriciel de coenzymes réduits (NADH)Het de flavoprotéines réduites (FARHIonneurs
d’électrons. Ces électrons sont ensuite transféréss |'oxygene moléculaire par
'intermédiaire de quatre complexes enzymatiquesstitmant la chaine de transport des
électrons (ou chaine respiratoire) localisée aeanivde la membrane interne mitochondriale
(Fig. 2). Les coenzymes réduits cédent leurs deux électiam systeme de transporteurs qui,
par une cascade de réactions d'oxydo-réductionpees électrons jusqu'a I'accepteur final,

I'oxygene moléculaire.

[ \‘ " )

) 1 ' ]

[} 1 [} 1

] 1 1 1

i Comp | ; y Comp Il |

: } e=- : )

[ 1 1 \ ». Ubi
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NADH,H* NAD* Succinate  Fumarate

Fig. 2. Organisation simplifiée de la chaine de transpest électrons.

Ainsi, le NADH formé dans la matrice mitochondriadede ses 2 électrons a la NADH
déshydrogénase (complexe 1) accessible par la ifdeene de la membrane interne. Ces

électrons vont cheminer du complexe | (ou NADH-uirigne réductase) au complexe Il
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(ubiquinol-cytochromee réductaseyia le transporteur mobile ubiquinone, puis du comglex
[l au complexe IV (ou cytochrome ¢ oxydasad le transporteur mobile cytochronse Au
niveau du complexe IV, l'oxygene moléculaire, adeep final des électrons, est

completement réduit en,B par la succession de 4 réductioza¢tion 2).
0, 0t~ oy OOt - H,0, O HO (+ HO) OO0 P - H0 @)

Le FADH, produit dans la matrice cede, quant a lui, se¢e@tréns au complexe Il (ou
succinate-ubiquinone réductase). Le cheminemenélgesrons du complexe Il au complexe
IV est ensuite identique a celui suivi par les &tats fournis par le NADH,Hdu complexe |
au complexe 1V.

Par ailleurs, la réduction d’'une molécule d'@ar 4 électrons s’accompagne de la
translocation de 4 protons (fournit par NADH, et FADH) de la matrice mitochondriale a
I'espace intermembranaire au niveau des complexigsdt IV. La membrane interne étant
pratiguement imperméable aux protons, leur accumuladans I'espace intermembranaire
crée un gradient de protons. Leur retour dans laiceane peut se produire qu'au niveau d’'un
passage spécifique de I'ATP synthase appelé cam@niembranaire. La dissipation de ce
gradient au niveau de I'ATP synthase mitochondtialenit ainsi I'énergie nécessaire a la
phosphorylation de 'ADP en ATP. La respirationlatphosphorylation de 'ADP sont donc
coupléessia ce gradient de protons, d’ou le nom de phosphtioylanxydative.

Au final, les électrons étant apportés un a un lpachaine respiratoire, la réduction de
I'oxygene ne peut s’effectuer que par la succesdmplusieurs étapese@ction 2) qui sont
alors susceptibles de générer des intermédiaindielfgment réduits de I'oxygéne ou EROs
(Halliwell et Gutteridge, 1989)Cette oxydation partielle de I'oxygene (ou fuitélectrons)
représente une faible part de la production mitondhiale, puisque seulement 1 a 3 % de
I'oxygéne mitochondrial seraient partiellement riéslyBoveris et al., 1972 ; Boveris et
Chance, 1973)Cependant, compte tenu de I'intense activitéadehhine respiratoire dans les
organismes aérobies, la fuite d’électrons d’orignéochondriale semble étre la principale
source d’EROs dans la cellule, devancant les &ésivde la NADPH oxydase membranaire
(hormi lors de I'explosion oxydative des celluldsagocytaires activées). Il a par ailleurs été
montré que la fuite des électrons dans cette chd@ntransport intervient au niveau de la
NADH-ubiquinone réductase (complexe ) et de ['wligpl-cytochrome c réductase

(complexe III), comme I'a montré I'augmentation ldgproduction des EROs aprés inhibition

-21 -



Etude bibliographigue 1. Aspects chimigues et biologigues des mécaniskyesitifs

par la roténone (complexe 1) et I'antimycine A (qdexe ) (Turrens et Bovaris, 1980 ;
Turrenset al.,1985)

1.1.2. Devenir métabolique des espéces oxydantes

De cette génération enzymatique, résulte en preleierl’anion radical @ (réaction 2),
précurseur de toutes les autres EROs a I'excepigohoxygene singulet. On considere que
I'organisme humain produit environ 5 g @’'Qpar jour, en dehors de toute activité physique
intense (Halliwell et Gutteridge, 1989)Sous sa forme déprotonée (pt#4,8), ce radical
possede une réactivité faible vis-a-vis des suissbi@-organiques, qu’il s’agisse de lipides,
de protéines ou d’acides nucléigye&ardes-Albert et Jore, 2009 eu réactif par lui-méme,
le radical Q" représente cependant un précurseur d’especes miggdplus « agressives »
comme le peroxyde d’hydrogeneb}) et surtout le radical hydroxyle (HOLe peroxyde
d’hydrogéne peut notamment résulter de I'actiormdissiqué des superoxyde dismutases

sur deux radicaux £ (réaction 3).

02.-+ Oz.- +2 H OPo H-O, + O, (3)

Au niveau mitochondrial, il est généralement admis Q" est généré dans la membrane
interne puis libéré dans la matrice opelt étre dismuté par la SOD mitochondriale e®H
Ainsi, a linverse de la faible capacité de diffusid’Q,” due a sa charge négative, le
peroxyde d’hydrogéne peut aisément traverser la breme pour atteindre le cytosol
(Antunes et Cadenas, 2000 ; Salvaelbal.,2001) Notons enfin que, hormis la dismutation,
la génération de ¥, peut également impliquer la réduction bi-électromigle I'Q (réaction

2) sous l'action des cytochromesgs® de I'acétyl coenzyme A oxydase ou de l'uricéiseng

et al.,2002)

Le radical hydroxyle, quant a lui, peut provenirldeéduction de kD, par le radical @ en
présence de cations métalliques comm&, Feelon la réaction de Haber-Weidsaber et
Weiss, 1934|réaction 4).

02"+ HO; + FE€" — HO + HO + O, + F€" (4)

Il peut également résulter de la réduction d®Hen présence de Fedans le cadre de la

réaction dd-enton (1894jréaction 5).

2 Une réaction de dismutation traduit la réactionng’ espéce chimique (moléculaire ou
radicalaire) sur elle-méme, donnant simultanémargsance a une forme plus réduite et une
autre plus oxydée qu’elle-méme.
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H,O, + Fé* — HO' + HO + Fe* (5)

La génération de radicaux H®st un événement crucial puisque ces radicauxlssmilus
réactifs actuellement connus et qu'ils ne sembleed pouvoir étre détoxifiés par voie
enzymatique. Ainsi, leur réactivité est seulememitée par la diffusion, de sorte qu’ils
réagissent des la premiere collision avec un satbstganique, sans qu’un apport énergétique
ne soit nécessaire (Ea ~ 0). Il a été calculé gulistance moyenne de diffusion de @it

de seulement 3 nm, distance par ailleurs équivalant diamétre moyen d’une protéine
classique(Hutchinson, 1957)Ce sont donc des radicaux qui diffusent peu etr@pgissent
quasiment sur le lieu de leur production. Cettéefogactivité souligne I'importance de la
proximité des cations métalliques tels qué*Heéaction de Fenton) ou ¥e(réaction de
Haber-Weiss) et des EROs précurseursOgdt O,”, respectivement) vis-a-vis des protéines,
des acides nucléiques ou des lipides. D’autres urétie transition (Cu, Co, Cr, ...) sont
également impliqués dans ce type de réactionscdiat étant majoritairement porté sur le fer
puisqu’il s’agit du métal de transition le plus a@du chez les mammiféres. Lorsque les
conditions sont réunies pour former KH®elui-ci peut oxyder n'importe quel substrat bio-
organique de différentes maniéres (capture d’atdineaddition directe sur une double
liaison). Dans le cas d’'un mode d’action par captliatome hydrogene, le radical centré sur
le carbone C créé a partir du substrat oxydable va, entreeaupossibilités, réagir avec
I'oxygene triplet pour former un peroxyradical eflieu aérobie. S’il n’existe qu’un seul type
de radical superoxydeou hydroxyle, il existe en revanche une myriadepemxyradicaux
différents suivant la nature du substrat oxydaldeddpart. Notons que les peroxyradicaux
sont moins réactifs que les radicaux H@ais plus réactifs que les radicaux @u le
monoxyde d’azote (N ce dernier étant produit par les NO synthagesrtr d’arginine.

Il convient, d’autre part, de distinguer deux ctssde composés parmi les différentes espéces
oxydantes susceptibles de se former dans les e=lllle premier regroupe un ensemble
restreint de formes oxydantes jouant un réle paiécen physiologie et que nous appellerons
espéces oxydantes geemiére génératich Citons les espéces oxydantes provenant de la

réduction partielle de I'oxygene (O2H,0O, et HO), ainsi que l'oxygéne singulet et le

% Notons que O2est protoné a pH inférieur & 4,8 et s'appelle alersadical hydroperoxyl
HO,".

* Le terme « radicaux primaires »introduit initialement a été remplaggar « espéces
oxydantes de premiere génératigndbune part pour éviter certaines confusions condanres
le cas des radicaux LOQgui sont également des produits d’oxydation lgpié primaire et

d’autre part pour intégrer a cet ensemble des ceé®non radicalaires comr@,, H,O, ou

ONOQO.
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monoxyde d’azote’lO) ou le peroxynitrite (ONOQ résultant de la réaction entre ‘Ot
NO’ (réaction 6).

0,” + NO — ONOO (6)

Le deuxieme ensemble regroupe des especes oxydalites deseconde génératiorse
formant par réaction des espéces oxydantegpréeniere générationsur les composés
biochimiques de la cellule ou d’un quelconque emmmement biochimique, comme c’est le

cas notamment des lipoperoxyradicaux.

Enfin, soulignons que les mécanismes oxydatifeguVre dans les systemes biologiques sont
généralement si complexes que des étudesitro, en systémes modeéles utilisant des
conditions artificielles, représentent bien souvemt préalable obligatoire a leur
compréhension. A titre d’exemple, I'utilisation dtaux de transition sous forme cationique
(F&*, Cd*, CU*, ...) associés a 4D, constitue un systéme de génération de HOtype
Fenton (éaction 5 tres employé. La réaction de Fenton peut égaleétea induite par un
systéme F&/H,0, additionné d’'acide ascorbique pour réduird"rm Fé&*. Enfin, outre les
états d’oxydation Il et 1, les métaux de trarmitipeuvent étre ameneés a des états plus éleves
au sein de métallo-protéines, comme la metmyog&kgui sont tres largement employées.
La génération de peroxyradicaux, quant a elle,bigih souvent appel aux azo-initiateurs. En
effet, ces derniers sont capables de se décomppsetanément a 37°C en radicauxgRi,

en milieu aérobie, réagissent tres rapidement Bomeggene pour former des peroxyradicaux
ROO (réaction 7).

R-N=N-R - 2R (+ N,) O - 2 ROO (7)

Le large emploi des azo-initiateurs pour générepnacessus oxydatin vitro s’explique par
leur grande facilité de mise en ceuvre et la géioératlans une gamme de températures
modérées, de ROG un taux constant et reproductible. De plusnikegiste de différentes
polarités (hydrophile, lipophile ou amphiphile), gei permet d’étudier 'oxydation dans des

compartiments spécifiques.

-24 -



Etude bibliographigue 1. Aspects chimigues et biologigues des mécaniskyesitifs

1.2. OXYDATION DES LIPIDES

Il est généralement admis que Il'oxydation des épids’exerce selon trois voies
réactionnelles tres différentegi} I'autoxydation non-enzymatique en chaine médigedpa
radicaux libres(ii) la photo-oxydation non-enzymatique et non radicalet (iii) I'oxydation
enzymatique non radicalaire initiée par des enzytheeype lipoxygénase. Les deux premiers
types d’oxydation consistent plus précisément em combinaison de réactions impliquant
I'oxygéne triplet®0, & I'état fondamental et I'oxygéne singulé, correspondant & un état
excité de la molécule. Les sourced4’ sont nombreuses, mais sa formation est bien sbuven
couplée a un impact photonique en présence de sgmdibilisateurqCillard et Cillard,
2006) Il existe principalement deux types de photodelisateurs : detype | pour la
riboflavine (vitamine B2) et ddype Il pour la chlorophylle et I'érythrosineFig. 3).
Brievement, le mécanisme de la photo-oxydation dép#u type de photosensibilisateur
impliqué. Dans la réaction de type Hééction 8), le photosensibilisateufsend a I'état
triplet absorbe des photons et accede a I'étatukhg il transmet alors son énergie a
I'oxygéne moléculaire qui devient excité & son tpour former'O,, beaucoup plus réactif

gue I'oxygéne triplet.

%senso® - sens 0, — 'O, (8)

Erythrosine (type i)
Riboflavine (type I)

(o]
Q OMe  Chiorophylle a (type Il)
l

Fig. 3. Principaux photosensibilisateurs.

En raison de son caractere électrophile, I'oxyg@ngulet généré lors de tédaction 8 peut se
fixer directement sur les doubles liaisons C=Cagtduire a la formation d’hydroperoxydes.
Cette réaction ditde photo-oxydation non-radicalaire semble néanmmiingure par rapport

a l'autoxydation radicalaire en chaine induite p@s. Il est ainsi postulé que la photo-
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oxydation fournirait principalement les hydroperdeg qui, par décomposition en radicaux
libres (notamment HY), serviraient d’initiateurs a la réaction d’autdagion(Frankel, 1998 ;
Cillard et Cillard, 2006)Le mécanisme d'’initiation de I'oxydation radicadéaou enzymatique
procede, quant a lui, de maniere analogue et parazonsequent, traité indifféremment. Par

contre, les mécanismes difféerent complétementalpseimier lipoperoxyradical formé.

D’un point de vue mécanistique, pase d’initiationradicalaire ou enzymatique correspond
a la rupture homolytique d’'un hydrogenecede la double liaison d’un lipide (LH) comme un
acide gras insaturé (AGI) ou du cholestérol. Esamid’une énergie d’activation tres élevée
découlant de la barriére de spin existant entréipites et’0,, il est exclu que l'initiation ait

lieu de maniére spontanée av6s, selon laéaction 9.
LH + 30, — LOOH (9)

En revanche, la réaction est initiée sous I'effagjdnts physiques externes tels que la chaleur,
les radiations ionisantes ou ultraviolettedattion 10. Des agents chimiques (radicaux
libres, ions métalliques, ...) ou enzymatique (lipg&yases, ...) peuvent également jouer le
réle d’initiateur. Notons que la plupart des lipgepases n'accepte pas comme substrat les
AGI estérifiés sur les phospholipides, ce qui ngites lors de [linitiation, I'activation
préalable des phospholipases A2 conduisant a kralion d’AGI puis a l'action des

lipoxygénase¢Thérond et Blache, 2005)
LH offees . L'+ H” (10

Il résultedela captured’'un hydrogénesna d’unedoubleliaison,la formationd’un radicallibre L
centré sur le carbone qui va se stabiliser paradgement des doubles liaisons, et donner lieu a
I'apparition de diénes\fax: 234 nm) Fig. 4) et, dans une moindre mesure, de triehgs (273

nm) conjugueés.

Fig. 4. Abstraction d’'un hydrogéne bisallylique (motif Lié-pentadiene) en de la double
liaison (a) et formation de diénes conjugués paragigement des doubles liaisons (b).
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Notons que ces délocalisations électroniques nevemtuavoir lieu que sur un lipide
comportant au moins un motif 1¢ds-pentadiene (2 doubles liaisons en position malo)iq
excluant donc l'acide oléique ou le cholestérol paemple. En milieu aérobie, le radical
centré sur le carbone va réagir tres rapidement #e&ygene triplet pour générer un

peroxyradical LOQ
L* +%0,— LOO" (12)

La réaction 11ayant une énergie d’activation trés faible et coestante de vitesse élevée, la
concentration en LOOdevient beaucoup plus importante que celle deddns tous les
systémes ou l'oxygene est présent. Par la suidevenir du lipoperoxyradical sera différent
suivant que I'oxydation est médiée par les radiddares ou par les lipoxygénases (LOX).

(i) Dans le cadre de la peroxydation lipoxygénasit@&)’ va capter un électron de¥éfer
non héminique) du site catalytique de I'enzyme doumer I'anion peroxyle (LOQ, lequel
va par la suite réagir avec un proton et générdryainoperoxyde lipidigue LOOHdaction
12).

LOO " + LOX (FéY) — LOO™ + LOX (Fé") 07— LOOH 12

Ce processus enzymatique est sélectif au niveaitald’oxydation. Ainsi,Thérond et Blache
(2005) rapportent I'exemple de la 15-LOX humaine qui gatel 'addition sélective d’'une
molécule d’oxygéne sur le carbone 15 de l'acidetadmnique (GA4 (9.12,15.18) OuU le carbone
13 de l'acide linoléique ({8A2 9,12). Chez 'homme, on distingue trois lipoxygénasaers leur
localisation cellulaire : la 5-LOX présente dars lleucocytes, les kératinocytes et les cellules
dendritiques ; la 12-LOX présente dans les leuesgyes plaquettes, les kératinocytes et les
cellules épithéliales de l'estomac; et enfin, B:LDX présente dans les leucocytes, les
réticulocytes et les cellules de I'épithélium puimaoe. La différence cruciale entre I'oxydation
radicalaire et enzymatique réside dans I'éloignerdes ions F& du radical LOQ Ainsi, lors

de la peroxydation enzymatique, la formation deitia LOO est rendue possible du fait de la
proximité du F& et du radical LOO Par conséquent, la peroxydation lipidique indpie la
LOX aboutit a la formation contrélée d’'un hydropeyde lipidique spécifique,alors quele

processusadicalairedonndieu aunepropagation.
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(i) En effet, dans le cadre de la peroxydation indp#e les radicaux libres, la formation de
LOO a partir de LOOsemble impossible en I'absence dé'F@ar conséquent, ce dernier
arrache un atome d’hydrogene a une autre molépaleexemple un lipide insaturé, pour
former un hydroperoxyde lipidique (composé d’oxjalatprimaire) et un autre radical L'

(réaction 13, lequel réalimente Igéaction 11qui marque le début de pdnase de propagation

radicalaire proprement dite.

LOO "+ L'H — LOOH + L' (13)

Cette réaction radicalaire en chaine, dite autcetariue, se propage a une vitesse importante,
ce qui se traduit concrétement par l'accélératian ld cinétigue de formation des
hydroperoxydes lipidiques. Il s’agit d'une réactionéversible qui atteint rapidement un

maximum.

Enfin, quelle que soit la voie réactionnelle empéanphoto-oxydation, oxydations radicalaire ou
enzymatique), 'instabilité propre des hydroperasg/dipidiques va conduire, durantdhase de
terminaisona la formation de tres nombreux produits d’oxyatagecondaire non radicalaires. Le
mécanisme principal de décomposition des hydrogedesxcorrespond a la rupture de la double
liaison adjacente au groupe hydroperoxy-, puis sardeombinaisons éventuelles, pour donner
naissance a une grande variété d’hydrocarburdspdls, de cétones, d’eicosanoides comme les
isoprostanes et d’aldéhydes. Parmi ces derniemsirnge sont spécifiques de I'oxydation d’'une
famille d’'acides gras polyinsaturés (AGPI). Ainlg, propanal est le principal marqueur de
'oxydation des acides gras (AG) de la séne tandis que I'hexanal et le pentanal signent
I'existence d’'une voie d'oxydation des AGs de laies@-6. L'oxydation des lipides peut
également générer, selon le substrat lipidique ddegdroxy-2-alcénals et des dialdéhydes, les
principaux étant respectivement le 4-hydroxy-2-mahét le 1,3-propanedial, plus connu sous le
nom usuel de malondialdéhyde (MDA).

Dans le cadre de I'oxydation des lipides, le MDA peut se former qu'a partir d’AGPIs
comportant au moins 3 doubles liaisons, comme defea linolénique, eicosapentaénoique
(EPA), docosahexaénoique (DHA) et arachidoniqueeptésente un marqueur du stress
oxydant tres étudié en biologie clinique. On doiDahle et al. (1962) d’avoir proposé un
mécanisme de formation du MDA en accord avec leséesn vitro (Fig. 5) en soulignant
I'importance de la présence d’au moins 3 doubkeisdns interrompues par des méthylenes,

pour favoriser la cyclisation radicalai®. En d’autres termes, pour un AG comportant 3
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insaturations, la présence d'un carbone sp2 (pofiasaturation) eng du radical peroxyl
(-C-0O0) permet l'attaque de ce carbone par le peroxyindat naissance a un hétérocycle a
5 centres ; la rupture homolytique de la liaison-GO conduisant par la suite au MDA
(Fig. 5, insert). En revanche, pour un AG comportant 2 insaturatitanprésence de carbone
sp2 ena du peroxyl limite considérablement la cyclisaticadicalaire, puisque celle-ci

donnerait naissance a un hétérocycle instablechies.

_ X X _ OH
“H* 14 11 -H*
Acide linolénique o
14 11
AL A~ A
Pl v L2l

Voie du 16-hydroperoxyde Voie du 12-hydroperoxyde Voie du 13-hydroperoxyde Voie du 9-hydroperoxyde

de linolénate de linolénate de linolénate de linolénate
1.6 1.2 1.3 °
l'l‘oz l+02 l+02 l+02
ap _ By vy B A
. — — = (.—\’ /\qﬁ/m .
0—0 0—0 0—0 0—0

Hétérocycles

i LH a 5 centres LH
Lipoperoxyradical +0, | L H K o +0, ». Lipoperoxyradical
propagateur ! propagateur

o o Malondialdéhyde

Fig. 5. Mécanisme de formation du MDA a partir d’acide lémique D'apresDahle et al. (1962)
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Concernant le 4-hydroxynonénal (4-HNE), son mécaeisle formation a été sujet a débat,
depuis la découverte de son rdle cytotoxique. #d¢hgde fait partie de la famille des
4-hydroxyalcénals formés par attaque radicalaire lipoxygénasique (12 ou 15-LOX)
d’acides gras des familles-3 etw-6. Le 4-HNE est plus spécifiquement formé a paltila
famille w-6 par un processus radicalaire ou médié par |1aQ%- Le 4-HNE est produit &
partir des hydroperoxydes les plus abondants silisxydation des acides gras de la famille
-6, en [loccurrence les acides 15-hydroperoxyeigsgenoique (15-HpETE) et
13-hydroperoxylinoléique. A un niveau structuralgfin, il a été montré que le 4-HNE ne se
formait ni a partir de I'acide arachidonique dgsdées neutres, ni de l'acide linoléique des
lipides neutres et polaires, mais seulement arpdidicide arachidonique constitutif des
phospholipides polairg&sterbaueet al, 1986b)

Finalement, la formation d'aldéhydes réactifs est événement critique au niveau
physiopathologique, celle-ci étant impliquée daratération oxydative de nombreux
substrats bio-organiques. Au niveau lipidique, |&M est susceptible de modifier les
groupements NEldes phospholipides, altérant la microarchitectneanbranaire. Le 4-HNE
est susceptible, quant a lui, de former des addaisc les groupes amino des
phosphatidyléthanolamines (PE). Ainsi, 'amine B&s renfermant du DHA en positisn-2

est plus sensible a lattaque par le 4-HNE et sésvéks (4-hydroxy-2-hexénal et
4-hydroxydodécadiénal) que I'amine des PEs compbda I'acide arachidonique en position
sn-2 (Bacotet al., 2003) La présencale 6 insaturationgnaloniquessur desphospholipides
membranaires induirait une plus grande expositiea dmines a la phase aqueuse ou se
concentrent les aldéhydes. Enfin, en paralléle adlegdnération de ces deux molécules,
I'oxydation lipidique conduit, selon la nature dpide et des agents oxydants, a la formation
d’'une multitude d’aldéhydes dont le 2-hexénal,ri@analdéhyde, I'acroléine, le glyox@fu

et al., 1996) le 4-hydroxy-2-hexénalVan Kujik et al., 1990) le 4-oxo-2-nonénafLee et
Blair, 2000)et le 2-hydroxyheptandMlakar et Spiteller, 1996)A titre d’exemple, I'acide
arachidonique oxydé par un mélangé'Fascorbate génére @ihydroxyheptanal en quantité
similaire au 4-HNE, tandis que du MDA, du glyoxalde: 2-hydroxy-4-décénal (HDE) sont
produits en quantité jusqu’a 100 fois plus faiiNdakar et Spiteller, 1996)
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1.3. OXYDATION DES PROTEINES

Les chaines latérales de nombreux acides aminés (A&®titutifs des protéines sont les
cibles potentiellesl’oxydation. Cependanten conditionsphysiologiquesles ciblesmajeures
sont les AAs soufrés (cystéine, méthionine), basiques (amgin histidine, lysine) et
aromatiques (phénylalanine, tyrosine, tryptophaBeagvement, leur oxydation par des EROs
peut avoir deux conséquences.

(i) D’'une part, I'oxydation des chaines latérales dsAéruciaux dans la fonction de la
protéine, peut conduire a une modification striadtudite « modérée », rendant la protéine
inactive. C'est le cas de nombreuses enzymes aeflsilet protéines de transport qui vont
ainsi étre oxydeées et inactivégs) D’autre part, 'oxydation protéique dite « fortepeut
induire une fragmentation de la chaine polypeptidi@@onnefont-Rousselat al. 2005 ont
reporté que, dans les conditions physiologiquasgytiation catalysée par les métaux de
transition met en jeu une liaison spécifique efe€ (ou Cu) et la chaine latérale d’'un AA
de la chaine polypeptidique. Par ailleurs, la présede HO, peut s’accompagner de la
génération de radicaux HQréactions de Fenton et/ou Haber-Weiss) qui véarsarracher
un atome d’hydrogéne sur le carbonexatiune liaison peptidique, donnant ainsi naissance
des radicaux centrés sur le carbone. En I'abs€ngggene, 2 radicaux centrés sur le carbone
peuvent réagir entre eux pour former des pontsétieutation intra- ou interchaines. En
présence dO,, le radical centré sur le carbone va former umygadical. D’apréStadtman
(1993) il s’en suit une série de réactions complexes cisadti a la formation d’un radical
alkoxyle, étape préalable a la fragmentation dehiaine polypeptidique. Les réticulations
intra- ou interchaines peuvent également avoir $igite a la formation de ponts disulfures
résultant de I'oxydation de deux fonctions thi@®nnefont-Rousselat al.,2005)

Outre une attaqudirecte par les radicaux libres ou les EROs, les AAs petiegalement
subir des altérations oxydativieslirectespar les produits d’oxydation lipidique. Les prasgui
les mieux étudiés en ce qui concerne leur intemactvec les protéines (et les acides
nucléiques) sont les aldéhydes, en particulier @AMt le 4-HNE(Esterbauer, 1982 ; 1985),
bien qu’une multitude d’autres aldéhydes proveant peroxydation lipidiqud={g. 6a), de
I'oxydation des acides aminé&ig. 6b), des glucidesHig. 60, voire méme de I'ADN

(glyoxal) semble également impliquée dans ce typeedctions.
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i 4-Hydroxy-2-nonénal (4-HNE) 4-Oxo0-2-nonénal 4-Hydroxy-2-hexénal E
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Fig. 6. Quelques aldéhydes issus des lipides (a), dessaaiinés (b) et des glucides (c).

A la différence des radicaux libres et des hydropgies lipidiques, ces aldéhydes sont des
molécules stables, diffusant a l'intérieur et hdesla cellule et pouvant agir avec des cibles
éloignées de leur site de formation comme les prese Souvent présentés comme des
produits d’oxydation lipidique secondaire, ils agist également comme seconds messagers
cytotoxiques et apparaissent impliquiéssla plupartdeseffets physiopathologiques associés
au stress oxydaritychida, 2003)

Chio et Tappel (1968 ; 1969nt reporté que le MDA peut attaquer un grand nmende
composés cellulaires contenant des amines primpoas donner naissance a des composés
fluorescents posseédant des propriétés spectralmshgs de celles rencontrées dans les
pigments de type lipofuscine caractéristiques @uligsement. En raison de l'universalité de
'augmentation des lipofuscines avec l'ageéamadaet al., 2001) I'apparition de ces
composeés fluorescentd.f : 340-390kem : 430-490 nm) milite en faveur de la théorie
radicalaire du vieillissement émis pdarman (1956t représente par ailleurs un marqueur
pertinent du vieillissement physiologique et pabigidue. Kikugawa et Ido (1984)et
Kikugawaet al. (1981 ; 1984pnt proposé que les lipofuscines consistent eensemble de
dérivés de dihydropyridine résultant d'une sériecdedensation entre le MDA et les amines.
Yamadaet al. (2001) ont, quant a eux, montré que la réaction impliguanMDA et la
N-acétylysine donnait naissance a différents pitsdiiorescents : la dihydropyridine et ses

produits de réticulation, confirmant en partie tesvaux deKikugawa et Ido (1984t
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Kikugawaet al. (1981 ; 1984)De plus, la réaction entre le MDA et les résitiisines de
I'apolipoprotéine B100 est bien connue pour indliirgernalisation des LDLs oxydés par les
récepteurs « scavengers » des macrophages hufragedmaret al.,1980 ; Haberlandt al.,
1982 ; 1984) Cette étape représente un évenement clé danerrd@ation des cellules
spumeuses, des stries lipidigues concomitantgsaetyoie de conséquence, dans I'étiologie
de l'athérosclérose. Toutefoigamadaet al. (2001) montrérent que les propriétés spectrales
des LDLs oxydés par Gl(hex: 365-375kem: 430-450 nm) ne s'expliquaient pas totalement
par la présence de dihydropyridines, dont les pétgs spectrales différaient quelque peu
(Rex: 375-405Kem : 435-465 nm). Ce résultat suggere Il'implicationaudies adduits
fluorescents dans la formation des pigments lipofies en paralléle des dihydropyridines, ce
qui est a mettre en relation avec I'étude Temensteinet al. (1998) montrant une
augmentation drastique de la fluorescengg: 860Mem: 430 Nm) suite a I'addition de glycine
dans une suspension de liposomes de phosphatitiglehéd pH neutre, I'oxydation étant
induite par le complexe ADP/chlorure ferrique. Agans ici I'hypothése que ce résultat
aurait été vraisemblablement le méme avec toue & libre présentant au moins un pNH
disponible.

D’autre part, s'il n’existe pas un type exclusifadide aminé susceptible de former des
pigments fluorescents de type lipofuscine, le MD&sh pas non plus le seul aldéhyde
précurseur d’adduits fluorescenksterbaueet al. (1986 a)ont ainsi montré en premier que
des LDLs traités avec du 4-HNE présentaient les @sépmopriétés de fluorescence de type
lipofuscine {ex : 360hem : 430 Nnm) que celles observées dans les LDLs oxydésature
chimique du fluorophore est restée inconnue jusy@@98 lorsque deux équipddentifient
par spectrométrie de masse et RMN un dérivé dedely-3-imino-1,2-dihydropyrrole
formé lors de I'oxydation médiée par le 4-HNE& d’'un dipeptide contenant de la lysine
(Na-benzoyl-glycyl-L-lysine) (Itakura et al., 1998) et (ii) d'un dérivé de lysine, la
Na-acétylysine(Tsai et al., 1998) Ces derniers auteurs ont également étudié I'éppade
cet adduit dans une protéine traitée avec le 4-HR&r cela, des anticorps polyclonaux
spécifiguement dirigés contre le 2-hydroxy-3-imih@-dihydropyrrole ont été prépareés, et
ont par la suite permis de détecter cet adduit dengroduit de réaction entre la
glucose-6-phosphate déshydrogénase et le 4-HNEer@apt, la fluorescence du produit de
la réaction entre la glucose-6-phosphate déshydesgéet le 4-HNEA,y : 340Aem: 415 nm)

differe Iégerement de I'adduit obtenu en milieu gledjcy: 360Aem: 430 Nm), suggérant soit

®> Notons que la méme ann¥e et Sayre (1998entifient un dérivé de 2-hydroxy-3-imino-
1,2-dihydropyrrole lors de la réaction entre leytoxy-2-hexénal et la-butylamine.
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I'implication d’autres fluorophores a c6té des 2ioxy-3-imino-1,2-dihydropyrroles, soit un
changement des propriétés de fluorescence di @rbamement protéique. D’autre part, de
maniere analogue au MDA, le 4-HNE peut réagir aVaatres acides aminés que la lysine,
puisqu’il a été montré que cet aldéhyde pouvaimtar des adduits avec l'histidine et la
cystéine. Ces adduits sont par ailleurs de nouvedpixopes induisant la formation
d’auto-anticorps. Les réponses auto-immunes quiésnltent jouent vraisemblablement un
réle pathologique, comme en témoigne la détecti@pitbpes dérivés du 4-HNE dans la
plupart des maladies neurodégénératives telleslauraladie d’AlzheimerAndo et al.,
1998 ; Calingasaet al., 1999) de Parkinsor{Yoritaka et al., 1996) et la sclérose latérale
amyotrophique(Shibataet al., 2001) mais aussi dans les tissus de patients atteints de
carcinomes rénaugOkamotoet al., 1994) de pré-éclampsiéViorikawa et al., 1997) et de
néphropathies diabétiquéSuzuki et al., 1999) D’autre part, la diversité des lipides, des
acides aminés et des glucides oxydables condaitfarination de tres nombreux aldéhydes
réactifs pouvant produire des adduits avec legpres. A I'instar du MDA et du 4-HNE, ces
aldéhydes peuvent tour a tour représenter dessagetentiels de modification des LDLs, des
réactants pour la formation de lipofuscines etredés inducteurs de réactions auto-immunes.
A titre d’exemples, citons le 4-hydroxy-2-hexéni@hibata et al., 2004) le glyoxal,
I'acroléine(Calingasaret al.,1999) ainsi que le 4-oxo-2-nonén@eet al.,2003).

Finalement, a I'exception notable de I'oxydatiors dg/stéine et méthionine pour lesquelles
des systemes spécifiques de réversion de I'oxyalatid été mis en évidence, I'oxydation des
autres acides aminés apparait comme un phénomeversible (Friguet et al., 2003) A
défaut de systeme de réparation, il a été décoqguert’organisme disposait d’'une véritable
« machinerie » d’élimination des protéines endongreag le protéasome, ubiquitaire chez les
eucaryotes et les archaebactéries. En lien ave@adrite, il est suspecté depuis quelques
années que l'augmentation des protéines carbongléesurs du vieillissement ne serait pas
due uniguement a une augmentation des agressicitsaleares, mais également a une
moindre efficacité du protéasome (en particulieactivité peptidyl-glutamylpeptide
hydrolase). Il a, de plus, été montré que les pretemodifiées par le 4-HNE devenaient non
seulement résistantes a la dégradation par legsotée, mais qu’elles pouvaient également
inhiber son activité protéolytique vis-a-vis d’agrprotéines oxydédsriguet et Szweda,
1997) Le protéasome qui est inhibé par les pigmentdyde lipofuscine, est en outre,
sensible a l'attaque des EROs et de certains afi@shgomme le 4-HNEFriguet, 2003)
Enfin, il semblerait que sous restriction proteiguecalorigue, I'activité du protéasome soit

maintenue malgré le vieillissemdiitelattreet al.,2005)
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1.4. OXYDATION DES ACIDES NUCLEIQUES

De par son réle de mémoire de toute la composhioohimique des étres vivants, 'TADN
constitue une cible cellulaire importante pour dfmques oxydantes. De maniere analogue
aux protéines, il convient de distinguer ici leoqassus oxydatifs directs médiés par les
EROs, de ceux indirects induits par les aldéhytdasdescription des difféerents dommages
oxydatifs subits par '’'ADN s’articulera autour deeHig. 7 représentant les principales cibles
d’attaques oxydantes.

En I'état actuel des connaissances, I'oxydatiofiAlBN par les EROs (principalement HO
résulte majoritairement en l'apparition de baseydérs, de sites abasiques, d’adduits
intra-caténaires, de cassures de brin, et enfpodéages ADN-protéines.

Parmi les différentes bases oxydées, la 8-oxo-ihgdd-2'-désoxyguanosine (provenant de
la guanine) est apparemment la plus abondammemictdéf mais également la plus
recherchée. Les bases oxydées, comme la 8-oxah¥8rd-2’-désoxyguanosine,
augmentent avec I'age et peuvent atteindre jus@Q’'@00 bases oxydées par jour et par
cellule (Favier, 2003)Ces bases oxydées sont considérées comme plidemtiet mutagenes
car elles peuvent s’apparier avec d’autres bases oglles qui leur sont naturellement
complémentaires. Ainsi, la 8-0x0-7,8-dihydro-2’-dégguanosine s’apparie
préférentiellement avec I'adénine (purique) plufdtavec la cytosine (pyrimidique) qui est la
base normalement appariée a la guanine (purigeejjuc aboutit aprés réplication a une
mutation de transversion (ou transversid®)C—T:A.

Pour contrer ces effets mutagénes, nos cellules pomrvues de puissants systemes de
réparation de I'ADN, parmi lesquels les systemes @ecision de bases (BER) ou de
nucléotides (NER). La plupart des bases oxydéespatée avant que la cellule n’atteigne le
stade de la réplication au cours duquel un dommaygedatif peut se fixer en mutation. Or, la
prépondérance de la 8-oxo-7,8-dihydro-2’désoxygaene est peut-étre a rapprocher du fait
que le taux de réparation des lésions puriqueglestient que celui des lésions pyrimidiques
(Jaruga et Dizdaroglu, 1996Hormi cette base oxydée spécifique, signalonsistence
d’autres bases oxydées, résultant principalemexttadjue radicalairé={g. 7). Nous citerons,

a titre d’exemples, les glycols de thymine et deosiye, la 8-hydroxy-adénine et la

formamido-pyrimidine. La liaison entre la baseesti€soxyriboseHig. 7) peut également étre

® On parle de transversion lorsquil y a substitutidune base purique par une base
pyrimidique (ou inversement). A I'opposé, une tiios est une mutation causée par la
substitution d’'une base purique par une autre pasgue (ou d’'une base pyrimidique par
une autre base pyrimidique).
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la cible d'une oxydation, créant un site abasiqgaerppture de la liaison entre la base et le
squelette désoxyribose. Si la base perdue est johgine (CT), on parle de site apyrimidique ;

dans le cas d’'une base purique (AG), de site apeiriq

Squelette
désoxyribose

Squelette
désoxyribose

Fig. 7. Principales cibles de l'attaque oxydante sur keseb Thymine et Guanine de 'ADN.
Les fleches représentent les sites d’attaque BaEROSs ; les cercles représentant les sites
impliqués dans la formation d’adduits avec deshaldés ou des époxydes.

En outre, les radicaux libres peuvent attaqueré@gorlyribose en position 4Fig. 7) par
capture d’'un atome d’hydrogene. Le radical corregdpat va ensuite réagir et rompre la
liaison PO-C(3’)créantunecoupurede chainesimple brin. Dansce cas,les réparations sont
extrémement rapides et fiables. A titre d'exemph)N d’une cellule subit en moyenne
150000 cassures par jour. Par contre lors de asssiouble brin, la réparation est beaucoup
plus lente et difficile, par absence du modeéleinabque constitue le brin non Iésé. L'issue la
plus fréquente est la réparation fidele et la gudé la cellule, dans le cas contraire, I'échec de
la réparation entraine la mort cellulaire. Dangaies cas, plus rares, les réparations fautives
peuvent ne pas entrainer la mort de la celluleoat @onstituer des mutations non létales. Si
le systeme immunitaire ne détecte pas la cellulame, alors la molécule mutante reste dans

I'organisme sans qu'il n'y ait encore d'effets Iole&sur I'organisme.
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Des dommages indirects aboutissant & la formatiatddits, peuvent également résulter de
la réaction des bases avec les aldéhydes (ou ddéhkydes) issus de la peroxydation
lipidique. En I'état actuel des connaissances, Begy d’adduits sont décrits(i) les
propano-deérivés impliquant le crotonaldéhyde, bé@ine et le 4-HNE(ii) les éthéno-dérivés
impliquant les époxydes de crotonaldéhyde, d’agrelét de 4-HNE et enfirfiii) les adduits
spécifique du MDA. A défaut d’une description exste, nous étudierons le cas spécifique
du 4-HNE et de la guanine.

La formation de propano-dérivés de guanine prockdes un premier temps d’'une attaque
nucléophile de I'amine primaire du résidu guanioele carbone 3 du 4-HNHE-ig. 83). Le
doublé non liant de I'amine secondaire attaque inda carbone 1 portant la fonction

aldéhyde du 4-HNE pour former leN?-propano-dérivé de guaningig. 8b).

N N
\ \
OH H R
l(b)
VT oH o i

OH H

Fig. 8. Mécanisme de formation d'un propano-dérivé de quanpar réaction avec le
4-hydroxynonénal.

La formation de I'éthéno-dérivé de guanine impliggaant a elle, une premieoxydation
par H,O, du 4-HNE en époxyde(4-HNE-époxyde)Fig. 9a), qui va parla suite étre le site
d’'une attaque nucléophile sur le carbone 1 parlgbkkt non liant de I'amine primaire du
résiduguaningFig. 9b). Un éthéno-dérivappelél-N*-éthénedérivédeguanineestformésuite

a une deuxieme attaque par I'amine secondaire gduéguanine sur le carbone 2 du
4-HNE-époxyde Fig. 90 suivie d’'une rupture hétérolytique de la liaisohC? et d’une perte
d’eau Fig. 9d).
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OH OH N

1, N-2-éthéno -dérivé
de guanine

Fig. 9. Mécanisme de formation d’'un éthéno-dérivé de quaaipartir du 4-hydroxynonénal.

Chez les mammiferes, ces éthéno-dérivés sont emdfiéacement par le systeme BER,
consistant en I'élimination de I'adduits par hygs# de la liaison entre la base et le
désoxyribose, ce qui aboutit a la formation d’ue sipurique. Ces éthéno-dérivés, lorsqu’ils
ne sont pas réparés, vont principalement induise tcEnversions et transitions. Il est par
ailleurs remarquable que, de maniere analoguel@dauverte ddaruga et Dizdaroglu (1996)
concernant la moindre efficacité du taux de réparales lésions puriques (AG) par rapport
aux pyrimidiques (TC)DPosanjhet al. (1994)montrerent que les éthéno-dérivés d’adénine et
de cytosine étaient réparés plus efficacement cuex ce la guanine. L'effet mutagene
potentiellement carcinogéne de ce type d’adduitl@stement documentéSchauret al.,
1991 ; Esterbauer, 1993 a et b ; Vatal.,1988 ; Vaca et Harms-Ringdahl89 ; Brambilla

et al., 1989) A titre d’exemple, citons I'étude d&/anget al. (1996 b)portant sur des sujets
atteints ou non d’'un cancer du sein et montrantlgse@dduits ADN-MDA sont détectés de
maniere significativement plus importante chezrleuge des cancéreux. D’autre part, si des
aldéhydes peuvent étre formés par peroxydatioditjpe (mais aussi a partir de glucides et
d’acides aminés), il semble que I'ADN puisse luim@former du glyoxal, sous oxydation
médiée par le systeme FeSEDTA-O, (Murata-Kamiyaet al., 1995) Ce glyoxal attaque en
retour ’ADN, provoquant des substitutions de bamgsaraissant majoritairement sur la paire

G:C sous la forme de transversions GCA (Murata-Kamiyaet al.,1997)
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Citons également l'attaque radicalaire des pratéime peut entrainer des pontages ou des
adduits de type lysinoguanine avec 'ADN. Ce preossest d’autant plus important que les
protéines sont tres nombreuses a entrer en cantactl’ADN pour le protéger (histones) ou
pour le lire (enzymes et facteurs de la réplicatmn de la transcription). Le role des
nombreux cations métalliques (Fe, Mg, Zn, Cu, Nd, C.) fixés a I'ADN, qui est un
polyanion, est crucial dans I'amplification ou fentation du profil de ces Iésions.

Enfin, si la mitochondrie est considérée comme d’'uhes principales sources d’EROs
intracellulaires, elle en est également la prineipable. Notons a cet égard la sensibilité
particuliere de '’ADN mitochondrial (ADNm) au ste®xydant, de pafi) sa proximité du
lieu principal de formation des EROs (matrice ntitmedriale),(ii) sa moindre capacité de
réparation des lésions a fort encombrem@iainov et al., 2001) et enfin (iii) I'absence
d’histones. Il a ainsi été estimé chez la drosepftilaag-Liautardet al., 2008) que le taux
global de mutation de TADNm par paire de base at gEenération était 10 fois supérieur a
celui de 'ADN nucléaire. LADNmM muté pourrait dl@urs avoir un avantage sélectif et se
répliquer plus rapidement que 'ADN non mu(&randemange, 2005)Une altération
oxydative de '’ADNm pourrait donc altérer le forminement de la chaine respiratoire,
notamment par l'incorporation dans les enzymesinasires de sous-unité(s) protéique(s)
codée(s) par 'ADNm muté. Ceci pourrait déclencher cercle vicieux augmentant la
production d’EROs qui, en retour, vont causer deswdages oxydatifs a TADNm. Cette
boucle d’autopotentialisation est aujourd’hui sut@e d'étre une cause du vieillissement
cellulaire plutdt qu’une conséquengalvioli et al., 2001 ; Sastret al., 2003)et supporte la
théorie mitochondriale du vieillissement. Ce fut@m® Harman (1972) qui, précisant sa
théorie radicalaire du vieilissement, suggéra @721 que la mitochondrie pouvait étre
I'horloge biologique du vieillissement. A l'appuiedsa théorie, de nombreux faits
expérimentaux ont été apportés, dont les plusfgigtifs sont probablemerti) la sénescence
rapide des cellules de jeunes rats induite paranmgection de mitochondries extraites de
fibroblastes de rats agé€orbisier et Remacle, 1990 ; 1998)(ii) la corrélation négative
établie entre la production mitochondriale d’hydrapxyde et la durée de vie maximale chez

les especes vivant€Sohal et Weindruch, 1996 ; Barja, 1999)
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2. ANTIOXYDANTS

Au cours de I'évolution, les organismes aérobieast dblomme se sont adaptés pour contrer
les effets délétéres du stress oxydant, notamnagriapnise en place de systéemes de défense
appelés antioxydants. Le terme d’antioxydant, pampbrtance qu'il revét, mérite que I'on
s’attarde sur sa définitiorChipault (1962)définit un antioxydant alimentaire commeune
substance qui, en faible quantité, est capablerdegmir ou de fortement retarder I'oxydation
du matériel facilement oxydable, notamment les sgeB » Une définition légerement
modifiée et couvrant tous les antioxydants a étpgsée paHalliwell et Gutteridge (1989)
selon lesquels un antioxydant estine substance qui, présente en faible conceotrgiar
rapport a un substrat oxydable, retarde ou prévieignificativement I'oxydation de ce
substrat ». Cette définition générale nous semble intéressaate elle ne restreint pas
I'activité antioxydante & un mécanisme d’actionlesif, et met d’autre part I'accent sur le
rapport antioxydant/substrat, lequel doit étre damgnt en faveur du substrat. Enfin,
constatant que certaines molécules comme l'acidpi@irsont de bons piégeurs de radicaux
hydroxyles, mais de mauvais piégeurs des radicaxofeoyles, Mantle et al. (1998)
proposent d’abandonner le terme d’antioxydant (¢egalvaudé de signification faible) pour
une désignation plus précise spécifiant la nateréedpece oxydante a réduire (e.g. anti-HO
; anti-LOQ).

2.1. MODES D’ACTION DES ANTIOXYDANTS

La diversité des voies d’oxydation conduit nécessaent a une multiplicité de voies
d’antioxydation : détoxification endogéne des ER@s voie enzymatique, piégeage des
EROs par des substances antiradicalaires non etigyes, chélation de métaux de
transition, désactivation de I'oxygéne singulelirdtion des UVs, inhibition des enzymes
pro-oxydantes, co-facteurs d’enzymes antioxydargisiulation de I'expression d’enzymes

antioxydantes ... Nous nous bornerons, ici, a neidégue les plus connues.

2.1.1. Détoxification endogene enzymatique des EROs

La détoxification des EROs constitue une voie dévemtion primordiale de I'oxydation,
principalement relayée par les systemes antioxgdamtymatiques endogenes. Tout d’abord,
les superoxyde dismutases (SOD) catalysent laio@dade dismutation de I'anion superoxyde

(premiére espéce toxique de l'oxygene) en peroxdigdrogéne et en oxygéne, assurant
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ainsi la premiére ligne de défense contre le swggdant. Laréaction 16représente le bilan

des demi-équations4 et 15.

SOD-(ox) + Q" — SOD-(red) + Q (14)
SOD-(red) + @ + 2 H — SOD-(0x) + Q + H,0, (15)
20, +2H 08P H.0,+ O, (16)

La famille des SODs regroupe trois métallo-enzymas difféerent en fonction de leur
localisation et des oligo-€léments contenus dams dige actif. 1l existe ainsi deux SODs a
cuivre et zinc (Cu-Zn-SOD), I'une cytosolique, Iteal extracellulaire, ainsi qu'une SOD a
manganéese (Mn-SOD) présente dans la membranehmitddale interne. La surexpression
de cette enzyme antioxydante chez la moubhesophila melanogastea fait I'objet de
plusieurs études qui ont conduit a des résult@sodilants. Parmi ces études, citons celle de
Parkeset al. (1998) qui a montré que la surexpression spécifique d8Q® cytosolique
humaine dans les neurones moteurs des drosopabitdsiisait a un allongement de leur durée
de vie pouvant atteindre 40 %. Par ailleurs, ateauv structural, la surface de la SOD
cytosolique est chargée négativement, repoussantedéait les anions superoxydes, a
I'exception de ceux qui s’engagent dans un « chenghargé positivement qui conduit au
site actif de I'enzyme(Thérond et Bonnefont-Rousselot, 200%jinalement, dans les
conditions physiologiques normales, le peroxydeydfbgene généré par les SODs sera
detoxifié par d’autres systemes endogénes enzynegtidels que la catalase, les glutathion
peroxydases, les thiorédoxine peroxydases, ainsilgusystéme thiorédoxine/thiorédoxine

réductase.

La premiéere d’entre elles, la catalase (Cat), a pmigue substrat le peroxyde d’hydrogéne

gu’elle réduit en eau et en oxygene moléculaigadtion 17) par dismutation.
2 H,0, 0. 2HO + O (17)

Cette enzyme héminique contenant un atome de lfétah F€* est essentiellement présente
dans les peroxysomes, les érythrocytes (globuleges), les hépatocytes et les reins.
Plusieurs polymorphismes du gene ont été décrits)t da plupart sont associés a
I'acatalasémie, maladie caractérisée par une ttatalasique érythrocytaire égale a 0,2-4 %

de I'enzyme sauvagé&orsberget al.,2001)

-41 -



Etude bibliographigue 2. Antioxydants

Un deuxieme groupe d’enzymes connu sous le nomiwdatigon peroxydases (GSH-Px),
exerce une action détoxifiante vis-a-vis de tr@igéees réactives : le peroxyde d’hydrogene,
les hydroperoxydes lipidiques et le peroxynitritéd gst une espece tres réactive de I'azote.
Les GSH-Px qui sont des enzymes séléno-dépendeonésnant quatre atomes de sélénium
situés aux centres actifs de I'enzyme (sélénoaysiéivoient leur activité diminuer lors du
vieillissement et du diabé{@®luruganandanet al., 1992 ; Vericelet al.,2004) Ces enzymes
accélerent la réaction d’oxydation de la fonctibioltdu glutathion (tripeptide dgglutamyl-
cystéinyl-glycine, symbolisé ici par GSH) par lege/de d’hydrogene, qui est alors réduit en
eau (éaction 18 ou par un hydroperoxyde alors réduit en alcooleeteau rgéaction
19). Notons que ce thiol peut s’oxyder directemenecaves EROs, bien qu’'il semble

principalement utilisé dans I'organisme comme salbstes GSH-Px.

H,0, + 2 G-SHO®HPr.. 2 H,O + GS-SG (18)
ROOH + 2 G-SHo#ftPr. R-OH + HO + GS-SG 19

Par la suite, un autre systeme enzymatique impiigiaa glutathion réductase (GSH-Red)
permet de régénérer le glutathion a partir de smek (GS-GS) restaurant ainsi I'activité des
GSH-Px. Pour ce faire, la GSH-Red a besoin de tafiatNADPH ¢éaction 20).

GS-SG + NADPHO ! .. GSH + GS+ NADFP (20)

Enfin, bien qu’il fat initialement pensé que les&8x utilisaient exclusivement le glutathion
comme substrat réducteur, des preuves récenteemign faveur d’'une spécificité de la
plupart des enzymes de type GSH-Px pour la thictiédqprotéine a thiol) qui serait utilisée
comme agent réducteur a I'instar du glutathion.shAifioppoet al. (2008)ont montré que la
GSH-Px cytosolique basée sur la sélénocystéindlisant le glutathion comme substrat est
une « invention » récente de I'évolution et, quddpposeé de ce qui était jusqu’alors pense, les
peroxydases spéecifiques de la thiorédoxine et Basdela cystéine (appelées thiorédoxines
peroxydases, Trx-Px) semblent a la fois plus amesret plus répandues dans la plupart des

organismes de tous les régnes vivants.

Si les thiorédoxines semblent étre des substralisctéurs pour les peroxydases, elles sont
également les substrats oxydants des thiorédoxiédactases. Ainsi, les thiorédoxines
(Trx-(SH)) qui sont des protéines a disulfure/thiol majarta dans le monde vivant,

exercent une activité antioxydante intrinséquel’pgermédiaire de leurs groupes thiols. Ces

-42 -



Etude bibliographigue 2. Antioxydants

protéines sont notamment impliqguées dans la rémucteés ponts disulfures présents au sein
d’autres protéines oxydées (Protéing-Ssous I'action catalytique de la thiorédoxine
réductase (Trx-Redyéaction 21).

Protéine-$+ Trx-(SH) O ™At . Protéine-(SH)+ Trx- $ (21

Une fois oxydée, la thiorédoxine (Trx)Sest réduite par la thiorédoxine réductase qui

posseéde un groupe sélénocystéine dans son sitéréattion 22).
Trx-S; + NADPH O T fitf . Trx-(SH), + NADP* (22)

En marge de la réduction des ponts disulfures e, la Trx-(SH) intervient non
seulement dans la détoxification des peroxydeditipes et du peroxyde d’hydrogéne, mais
également dans la régénération de I'acide ascagldqartir du radical ascorbyle. Malgré leur
plus faible efficacité catalytique par rapport &8H-Px et Cat, ces enzymes pourraient jouer
un role majeur dans I'élimination des hydroperoxsyde fait de leur quantité importante (0,1
a 0,8 % des protéines solubles cellulaires) eedelarge distribution dans la cellule.

In vivo, il est classiquement admis qu’il existe une coafpen étroite entre ces différentes
enzymes. Ainsi, l'activité SOD qui dismute I'ani@uperoxyde conduit a la formation de
peroxyde d’hydrogene dont la détoxification estralarise en charge par le systeme catalase
et/ou GSH-Px.

2.1.2. Substances antiradicalaires non enzymatiques

En appui des premiéres lignes de défenses enzymatigette catégorie d’antioxydants va le

plus souvent réduire les radicaux libres par cassion atome hydrogéneéaction 23).
A-H+R - A" +R-H (23

Pour ce faire, ces antiradicalaires doivent pogsédeouvoir réducteur inférieur a celui du
substrat. Il s’agit principalement de composés pliéaes mono- ou poly-hydroxylés, de
tocophérols, de tocotrienols, d’ubiquinol, de thi@jlutathion), voire méme d’amines (acide
urique, bilirubine). Ces antioxydants exogenes épion faite de I'ubiquinol, du glutathion,

de I'acide urique et de la bilirubine) sont priredgment apportés par I'alimentation.
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2.1.2.1. Origine et structure chimique

(i) Les tocophérols et, dans une moindre mesure, destrienols sont majoritairement
apportés par les huiles végétales de graines aliupes (olive, palme) oléagineuses. A titre
d’exemple, I'huile de palme représente la prin@paburce de tocotrienols. Par ailleurs,
compte tenu des besoins de l'industrie alimenté@sefocophérols (en particulier la formg
sont principalement produits par synthése chimgummmercialisés sous la forme stabilisée
d’esters acétiqud8erset, 2006)Notons que ces esters n’exercent pas d'actintiéxydante

en propre car I’hnydroxyle phénolique est impliqaésl la liaison ester ; cette liaison étant par
la suite rompue en conditions acides telles quesetncontrées dans I'estomac. Par ailleurs,
la présence de 3 centres d’asyméthiy.(10) sous configuration RRR pourattocophérol
naturel, rend ce dernier plus agtifvivo que les mélanges racémiques de syntf@senley

et al.,2000)

R1 (a)
CH,
CH; )
R=R,=R,=CH,  «
> R,=R,=CH,, R,=H p
R,=H, R,=R,=CH, vy
R.=R,=H, R,;=CH,
J
CH, HO
HO (c) o (d)
o
N HO
HsC o Oi-l —
H3C (o) HO OH

Fig. 10. Structure chimique des tocophérols (a), des tammits (b), du Trolox (c) et de
I'acide ascorbique (d).

(i) L'acide ascorbique Hig. 10, également connu sous le nom de vitamine C (acide
ascorbigue et ses sels), peut étre considéré cammdérivé cyclique des hexoses. Alors que
la plupart des mammiféres sont capables de le &lys¢in au niveau hépatique ou rénal (ce
n'‘est donc pas une vitamine pour eux), la majdeprimates (dontF'étre humain), le cochon

d'Inde et certains oiseaux et poissons, en soapaides. Ceci est le résultat d'une mutation
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génétique survenue il y a 40 millions d'annéegjudat la transformation du glucose en acide
ascorbigue. L'organisme humain dépourvu de cetpaait® de synthése doit donc la puiser
dans l'alimentation, sous forme de légumes fragsfrdits (en particulier les agrumes) et de
jus de fruit. Notons que I'acide ascorbique egtligpart du temps présent sous sa forme stable
énoligue réduite.

(i) Enfin, les composés phénoliqgues regroupent un teste ensemble de molécules
(plusieurs milliers) réparties en différentes fdesilet classes. Citons les acides phénoliques,
les esters phénoliques principalement représentds lgs acides chlorogéniques ou
hydroxycinnamatesHg. 12), les alcools phénoliquekify. 13), les secoiridoided=(g. 13), les
stilbénoides, les diterpénes et les flavonoidég. (14). Ces molécules dérivent toutes de la
voie du shikimate et du métabolisme des phénylprojoes, a I'ceuvre dans le monde
végeétal. Au niveau histologique, les composés pligines hydrosolubles sont localisés dans
la vacuole, tandis que les formes plus complex@&selement plus lipophiles, se retrouvent
dans les structures pariétales (lignines, acideémgilgues intégrés dans la cutine ou la
subérine Fig. 11).

[ e K\J\:rcw [ e e
'+  Domaine ! J : Domaine
Py . aliphatiqgue | Ao i aliphatigue

Paroi cellulaire ligneuse ) e
Lamelle de subérine

Fig. 11.Structure chimique de la subérimBaprésBernards, 2002

La famille des acides phénoliques est traditiommedint subdivisée en 2 classes, celles des
acides hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques) biee certains acides phénoliques ne
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puissent étre classés par cette taxonomie, comese mdtamment le cas de I'acide ellagique

(représenté sous forme de lactone), voire de kaddmariniqueKig. 12).

Acides hydroxycinnamiques

R, o
R, / OH
Rs

R;=R»=R3=H Ac. cinnamique ?
R1=Rs=H, R,=OH Ac. p-coumarique
R1=R,=0H, R3=H Ac. caféique
R1=0CHjs, R,=0H, Rs=H Ac. férulique
R1=R3=0OCH3s, R,=OH Ac. sinapique

Hydroxycinnamates (acides chlorogéniques)

(@]
o = R:
HOOC 5
R
1 4
R
HO 5 OH
OH

R1=R2=OH, R3=OH
R1:R3:H, R2:OH
R1=OCH3, R2=OH,R3:H
R1=R3=OCH3, R2=OH

Ac. féruloylquinique

Ac. 5-caféoylquinique
Ac. p-coumaroylquinique

Ac. sinapoylquinique

Acides hydroxybenzoiques

R, R
o]
Rs
OH
R4
R1=R,=R3=Rs=H Ac. benzoique ?

R1=R4=H, R2=R3=OH Ac. protocatéchique
R1=H, R2=R3=R4=0OH Ac. gallique
R1=0OH, R,=R3=R4=H Ac. salicylique
R1=R4=0H, Ry=R3=H Ac. gentisique

Autres acides phénoliques

(e}
oo
X OH Ac. rosmarinique
_ OH
HO
HO
Ac. ellagique

HO

Fig. 12.Structure chimique des principaux acides et egteégoliques issus du regne végetal
#Ne sont pas des composés phénoliques

Parmi les acides hydroxycinnamiques, l'acide cafi@ une répartition quasi-universelle

chez les végétaux ou il est présent sous formeeil&®s-, 4- et 5-caféoylquiniques (également

connus sous le vocable générique d’acides chloiqgés) Fig. 12) notamment dans la

pomme, le café et les artichaftdacheix et al., 2006) On le retrouve également sous la

forme d'acide caféoyltartrigue (appelé acide caftag) dans le

raisin, d'acide
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caféoylshikimique dans la datte, d’acide caféoylqua dans le radis, de verbascoside dans
I'olive et les feuilles d’olivier, d’esters dicaf@guiniques (appelés acides isochlorogéniques),
de caféoylglucose, de caféoylputrescine, etc. Hacrosmarinique peut lui-méme étre
considéré comme un ester particulier d’acide cafigEnfin, les acides férulique et

coumarique sont souvent liés aux arabinoxylanegtpax chez les végétaux.

Rm Rm Hom
Verbascoside
HO OH HO o HO o !

HO
Tyrosol Q

R=H
R=0OH Hydroxytyrosol

OMe Glu-0

R=H Ligstroside O OH

R=0OH Oleuropéine

Fig. 13. Structure chimique de quelques alcools phénoligestcoiridoides issus du régne
végetal.

La famille des flavonoides renferme, quant a @llesieurs milliers de molécules réparties en
plus de dix classes, notamment celles des flavodes, flavonols, des flavanols, des
isoflavones et des anthocyanes (formes glycosytisss anthocyanidines)Fig. 14), qui
different entre elles par la structure et le detjokydation de I'hétérocycle central (ou cycle
C), ainsi que par la nature de ses connexions degsccycles A et B. Notons
gu’exceptionnellement, le groupement central deddéécule peut ne pas étre cyclisé (cas des
chalcones et molécules voisines) ou se présentisrladorme d’un cycle ne comportant que
cing sommets (cas des auron@dpcheixet al., 2006) Au sein de chacune des classes, les
variations autour de la structure de base (flavaoelent principalement sii) le nombre et

la position des hydroxyles aromatiqué#, le degré de méthoxylation, @ii) le niveau, les
sites et la nature des glycosylations. Ainsi, diessvégétaux, les flavonoides sont le plus
souvent présents sous formes glycosylées, ce qusupposeé les protéger de leur propre
dégradation et réduire leur toxicité pour la pla@ienes et Vogt, 2001)D’'une maniére
générale, I'ose est lié au flavonoide par I'intedim@&e d’'une liaisonO-glycosidique. Dans
guelques cas plus rares, la liaison est de @pgycosidigue comme pour l'isoflavone
puerarine Fig. 14). La nature des sucres se liant aux flavonoidesya$ee, allant de la
plupart des oses (glucose, galactose, arabinoamndse) a des diholosides ou des formes

plus complexes. Ainsi, la quercétine présente pleis80 formes glycosylées. Dans le cas
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singulier des flavanols, I'acide gallique peut afigr la fonction 3-hydroxyle présente sur

I'hétérocycle C, conduisant a la formation d’épécdtine gallate, de catéchine gallate,

d’épigallocatéchine gallate et de gallocatéchingagm Enfin, comme le soulign€heynier

(2005) la plupart des études portant sur la compositiavonoidique se focalise sur des

classes spécifiques de molécules facilement séparabanalysables, négligeant de ce fait les

formes polymériques, beaucoup plus complexes aysaralcomme c’est le cas notamment

des procyanidined=(g. 14).

Flavones

Apigénine : 5=7=4'=0OH

Lutéoline : 5=7=3'=4'=0OH

Diosmétine : 5=7=3'=0H, 4'=0CHj3
Isovitexine : 5=7=4'=0H, 6=0-Glucose

3
Flavanols 2 4
8 .
7 O 2*‘\\\ 5
" <
6 E 3
5 OH

Catéchine (2*R, 3*S) : 5=7=3'=4'=OH
Epicatéchine (2*R, 3*R) : 5=7=3'=4'=OH

Flavonols

2 Isoflavones
8

(0]
Daidzéine : 7=4'=OH
Kaempférol : 5=7=4'=0OH Génistéine : 5=7=4'=0H
Quercétine : 5=7=3'=4'=0OH Puerarine : 7=4'=OH. 6=Glucose

Morine : 5=7=2'=4'=0H

Myricétine : 5=7=3'=4'=5'=0OH

Fisétine : 7=3'=4'=0OH

Anthocyaninidines
Pélargonidine : 5=7=4'=0OH
Cyanidine : 5=7=3'=4'=0OH

Delphinidine : 5=7=3'=4'=5'=0H
Malvidine : 5=7=4'=0OH, 3'=5'=0OCHjs

Anthocyanes

Cyanidine-3-O-glucoside

Epigallocatéchine (2*R, 3*R) : 5=7=3'=4'=5'=0OH Cyanid!ne-3-O-ga[actqside
Epicatéchine gallate (2*R, 3*R) : 5=7=3'=4'=0H, 3-ester d’acide gallique Cyanidine-3-O-rutinoside
Epigallocatéchine gallate (2*R, 3*R) : 5=7=3'=4'=5'=0H, 3-ester d'acide gallique Malvidine-3-O-glucoside
Procyanidines 3

2 4

Fig. 14.Structure chimique des principaux flavonoides dpnesvégétal
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De maniere générale, I'organisme humain ne syrsihgias ce type de composés phénoliques
(acide phénoliques, sécoiridoides, flavonoides, legquels sont donc apportés par
I'alimentation. Les composés phénoliques sont mit8sdans quasiment tous les produits
végétaux comestibles. Citons par exemple les fmaitgyes riches en flavonoides de type
anthocyanes responsables de leur coloration. Lresneg représentent, quant a eux, les seules
sources importantes de flavanones, et de la mémérades isoflavones ne sont apportées
que par le soja et quelques Iégumineuses. Citoalerdgnt la famille des labiées (romarin,
sauge, origan, meélisse, ...) riche en diterpenesqeés I'acide carnosique, le carnosol, le
rosmadial et le rosmanol. Finalement, les fruitegtoissons comme le thé, le vin rouge et le
café constituent les principales sources de conspasénoliques, devant les Iégumes frais, les

légumes secs et les cérédldanachet al.,2006)

2.1.2.2. Aspects mécanistiques et cinétiques

D’un point de vue théorique, la capacité d’'une roolé a céder un atome H par rupture
homolytique peut étre quantifiée par I'énergie desakiation homolytiquebnd dissociation
energy BDE) des liaisong¢i) O-H pour les composés phénoliqu@sg, S-H pour les thiols et
(i) N-H pour les amines primaires. Plus la BDE d'uougrement comportant un H est
faible, plus son caractére donneur d’atome H estél

Concernant les composés phénoliques et plus patiement les flavonoideigs. 14, 15,
Borset al. (1990)ont mesuré en condition basique la vitesse deiofadé second ordre entre
les flavonoides et certaines espéces radicalagesne HO, t-BuO' (tert-butoxyle) et Ng
(radical azidyle) générées par radiolyse pulséselt averé que le déterminant structural
majeur de I'activité antiradicalaire des flavonaidsait le groupe 3',4’-dihydroxy (structure
catécholique) sur le cycle B, qui constitue undecjirivilégiée des radicaux libres. Dans une
moindre mesure, les déterminants structuraux sed@sdidentifiés ont ét@¢) la conjugaison
de la double liaison 2,3 de I'hétérocycle C avedolaction 4-oxo du méme cycle, qui est
responsable de la délocalisation électronique ddpuiycle B, efiii) la présence des groupes
5- et 7-hydroxyles sur le cycle A.

Par la suite, de nombreuses étuidegtro mettant en ceuvre des flavonoides, mais également
des acides ou des esters phénoliques, sont veonBsrer que la présence d’'une structure
catéchol est un déterminant majeur de I'activitBoagdante en accord avec la faible BDE
des groupements OH correspondd@tsset al., 1998 ; Fotiet al.,1996 ;Goupyet al.,2003 ;
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Jovanovicet al., 1996 ;Pietta, 2000 ; Rice-Evaret al., 1996 ; Van Ackert al., 1996 a ;
1996 b).

Groupe C *-OH,C’-OH-m-diphénol Groupe C *-OH,C*-OH-o-diphénol

>
OH'! (catéchol)
--------------- » Double liaison C *-C°

_______________ » Hydroxyle C *0O-H (énol)

» Groupe C *-oxo (cétone)

Fig. 15. Principaux déterminants structuraux de I'actiatdiradicalaire des flavonoides

Ainsi, la BDE théorique (a 0 K) de la liaison OH datéchol (~ 72 kcal/mol) est plus faible
gue celle du 2-méthoxyphénol (~74.3 kcal/mol), -eli@me plus faible que celle du
1,3-dihydroxybenzéne (~77 kcal/mo(Dangles, 2006) L'une des hypothéses les plus
courantes pour expliquer la prévalence de la cardigpn catéchol avance que lors de la
rupture homolytique d’une liaison O-H, une liaiggrdrogene intramoléculaire se forme entre
le radical et I'hydroxyle adjacent, ce qui stalgitait I'état radicalaire et par définition
diminuerait la BDE' (Wright et al.,2001 ; Santos et Simoes, 1998)

Cette explication doit néanmoins étre nuancée @dait qu’'une structure pyrogallol (trois
hydroxyles phénoliques vicinaux) constitue un réeuc plus puissant sur le plan théorique
gu’une simple structure catéchol (deux hydroxyleénmliques vicinaux), alors méme que les
composés pyrogalloliques sont généralement corgsidsamme des antioxydants plus faibles
(Ou et al., 2001) En témoignent les calculs établis peravasiet al. (2006) au niveau
B3LYP/6-311G++(3df, 3pd) de la théorie de la foantielle de la densité montrant que le
pyrogallol présente une BDE (289,4 kJ/mol) inféréea celle du catéchol (312,8 kJ/mol). Or,
la question se pose de savoir pourquoi un compasé sur une structure pyrogallol est a la
fois plus réducteur et moins antioxydant qu’'un cos® basé sur une structure catéchol.
Globalement, ce paradoxe met en lumiére le fapyriari surprenant, que la BDE et plus
généralement la capacité réductrice peuvent dataree cas jouer en défaveur de la capacité
antioxydante. L'une des explications possibles isegu’'en paralléle de la réduction
d’especes oxydantes comme les radicaux librest (@dfstif sur la capacité antioxydante), un

composé fortement réducteur est susceptible darectoxygene moléculaire pour former

" Notons que I'établissement d’une telle liaison logdme est également a I'ceuvre pour la
structure de type pyrogallol (trois hydroxyles pbiégues vicinaux).
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des EROs, ou bien encore de réduire les catioralligées F&" en Fé* (effets négatifs sur la
capacité antioxydante). De ce point de vue, cetpas tant la réactivité d'une molécule a
céder un atome hydrogene ou un électron (réactiens2duction) qui impacte la capacité
antioxydante, mais plutét la nature de I'especesyiit la réduction. Dans cette optique, si
I'espéce réduite concerne 'oxygéne moléculaireioation métallique de type ¥eou plus
généralement toute espéce qui une fois réduite warcapacité a oxyder un substrat oxydable
augmenter, alors l'effet d’'une telle réduction sera-oxydant. En revanche, si I'espéce
réduite devient moins sujette a oxyder un substxgtiable, I'effet d'une telle réduction sera
antioxydant. Ainsi, la capacité antioxydante n'gsts directement proportionnelle a la
capacité réductrice, mais doit plutét étre congidéromme la résultante des différents effets
(pro-oxydantsvs. antioxydants) inhérents aux processus de rédu@idizeuvre dans un
systeme donné. Sur ce dernier point, la méme odacke réduction peut avoir des effets
diamétralement opposés suivant la composition gtclenditions physico-chimiques qui
regnent dans le systeme d’étude. En conséquentaytibien se garder de considérer les
valeurs d’efficacité antioxydante comme des vale@portée universelle, valables pour tout
type de milieu, de conditions d’oxydation et de dtdt. En d’autres termes, il sS’avere que
parler de la capacité antioxydante sans mentiotmanilieu, le substrat, les conditions
d’oxydation, de température, de pH (s'il y a lieal¢., n’a strictement aucune signification
chimique.

Enfin, la capacité réductrice (exprimée par la BikHe potentiel d’ionisation des hydroxyles
phénoliques) et la nature des espéeces réduitesmepas les seuls facteurs a gouverner le
caractéere antioxydant dont le déterminisme estifacibriel. En effet, un positionnement
favorable et une bonne mobilité vers les sites amlyction des radicaux libres ou plus
généralement des especes oxydantes sont destatttétarminants. D’autre part, la réactivité
du radical issu de l'antioxydant vis-a-vis des dgs insaturés, des résidus amino-acides
constitutifs des protéines, des glucides, ainsi dgid’ADN, est un paramétre a prendre en
compte. Ce devenir est généralement gouverné peadacité de I'antioxydant a stabiliser
I'électron non apparié par délocalisation. De cenfpde vue, la structure aromatique et la
présence éventuelle de groupements encombrantérenhfaux radicaux phénoliques une
bonne stabilité.In vivo, notons qu’il existe également des systemes déngékgtion qui
prennent en charge la réduction des formes radiealeémanentes, comme c’est le cas pour

les tocophérols.
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En marge des aspects purement mécanistiques yi&neahétique des composeés antioxydants
permet de distinguer deux comportements d’antiokgda Le premier concerne les
antioxydants dits briseurs de chaine kesquels se caractérisent par I'induction d’'unasgh

de latence durant laquelle le substrat n'est pasblement oxydé. Cette phase persiste tant
que l'antioxydant n’est pas totalement consomméredépla disparition compléte de
I'antioxydant, la vitesse de la peroxydation augtedres rapidement pour atteindre la méme
vitesse que lors de I'oxydation non inhibée. A popé, le second comportement cinétique
caractérise les antioxydants ditgetardeurs »lesquels réduisent le taux de peroxydation,
sans induire de phase de latence distincte.

Les briseurs de chaine naturels les plus puissantsus a ce jour, appartiennent sans conteste
a la famille des tocols regroupant les tocophégbles tocotrienols qui génerent une phase de
latence trés distincte et réduisent deux peroxgeati dans le cas du vitamergBurton et
Ingold, 1981; Nikiet al., 1984) Ceci souligne d’ailleurs le fait que malgré I'ehse d’'une
structure catéchol, d-tocophérol présente des attributs physicochimiguéslui conferent
une bonne capacité a réduire les radicaux lipopgex spécialement dans les milieux
hétérogénes (émulsions, liposomes, LDLs, ...). Conumepeut le concevoir, la chaine
phytyle pourrait jouer un réle central dans lesppiktés antioxydantes des tocophérols par le
biais d’'une orientation et d’'une intercalation dés membranes phospholipidiques (mono-
ou bicouche) ou tensio-actives dans le cas dessémal

En théorie, la vitamine C et les composés phénetigsemblent également capables de
réduire directement les radicaux lipoperoxyles. iéains, leur caractere hydrophile et leur
éloignement des radicaux lipophiles semblent emgétbute action directe par contact.
Ainsi, il a été postulé que la vitamine C (ou l'admate) intervenait plutdét au niveau de la
régénération (réduction) du radical tocopheroxytivée du tocophérol, produisant une
synergie entre les deux molécules. Le cas des cgdspohénoliques est en revanche moins
bien établi. Ces interactions de type tocophérobidmte et tocophérol/composé(s)
phénolique(s), de par 'importance qu’elles repnémet, seront traitées spécifiguement.

Enfin, le transfert d’atome hydrogéne a un radiita, tel que LOQ ou la régénération par
réduction d’especes antioxydantes capables deseéaiée type de transfert direct, ne sont pas
les seuls modes d’action des antiradicalaires.c®uplan, il semblerait que le mécanisme
d’interruption de la lipoperoxydation en chaine ghgarotene s’exerceia d’autres voies
d’action, comme la formation d’adduits. En effeterb que le transfert d’hydrogéne du
B-caroténe au ROOsoit thermodynamiquement possikelortensen et Skibsted, 1998)
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puisque la BDE du plus labile des hydrogenepetarotene (309 kJ/mol)Luo et Holmes,
1994) est inférieure a celle de I'hydrogene du ROO-HO(380 kJ/mol), I'hypothése selon
laquelle le g-carotene exercerait son activité antioxydawi® un meécanisme d’addition
(réactions 24, 2% a été avancée par de nombreux aut@Buston et Ingold, 1984 ; Jgrgensen
et Skibsted, 1993 ; Kennedy et Liebler, 1992)

ROO + p-carotene— ROO-p-carotenée @4
ROO-p-carotene + ROO — ROO-p-carotene-OOR 25)

2.1.3. Piégeurs d’oxygéene singulet

Les caroténoides sont, en |'état actuel de nosaissences, les molécules les plus efficaces
pour piéger'O,. La majorité des quelques 600 caroténoides prgsiamts la nature posséde
40 atomes de carbone. lIs peuvent étre classésimueas hydrocarbures purs et étre appelés
caroténes (lycopenep-carotene, ...) ou peuvent également posséder unpgnuent
fonctionnel oxygéné et dans ce cas, s’appeler nphtjflles (astaxanthine, lutéine, ...)
(Krinsky, 1998)(Fig. 16).

Liposolubles, ils sont en général facilement adainiés par les organismes. lls appartiennent
a la famille chimique des terpénoides, formés éirpde la polymérisation d'unités isopréenes.
Il est généralement admis que les caroténoide®mudes voies métaboliques similaires a
celles des lipides. lls sont synthétisés par tolgesalgues, toutes les plantes vertes et par de
nombreux champignons et bactéries (dont les cyamé®tes). Il a été estimé que la nature
produisait chaque année ~ 100 millions de tonnepidgments caroténoidgssler et al.,
1965) Ces molécules sont absorbées par les animauxi’dontme sous forme alimentaire.
Le S-carotene, par exemple, est présent dans les I&ginene comme les carottes, les patates
douces, le cresson, le chou frisé et le persi§i@jne dans les huiles végétales comme I'huile
de palme a laquelle il donne sa coloration rougenS également le poivron rouge riche en
capsanthine (xanthophylle), le mais en zéaxantsiren cryptoxanthine (xanthophylle) et la
peau de tomate en lycopene (carotene). Par ailldarg-cryptoxanthine donne aux
clémentines et aux mandarines leur couleur oraifgeakactéristique, tandis que le lycopene
détermine la couleur rouge de certains pomelos.ckegettes, quant a elles, contiennent de
I'astaxanthine naturelle issue de leur alimentatéoorbase d'algues. Enfin, les saumons
d’élevage tirent leur couleur rose d'astaxanthitiécelle, la couleur naturelle de la chair du

saumon étant blanche par défaut.
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[F-Caroténe

Lycopéne

Lutéine

Astaxanthine

Fig. 16.Structure chimique de quelques caroténoides

Comme nous le verrons plus loin, les caroténoidesyme bon nombre d’antioxydants,
exercent une activité antioxydante par l'intermédiae plusieurs mécanismes distincts, bien
que probablement complémentaires, i. e. brisewthdéne et piégeur 1, ; ce dernier mode

d’action s'exercant par la désactivation'@ en®0, (réaction 26).
0, + p-caroténe— 30, + p-caroténe* (26)

Grace au long systeme polyénigue conjugué de cé&caies, I'excés d’énergie de leur état
excité (3-carotene*) est dissipé au travers d’interactiobsationnelles et rotationnelles avec

le solvant ou leur environnemgitrinsky, 1998)(réaction 27).
S-caroténe*— p-carotene + chaleur (27)

Par ce mécanisme de dissipation de I'énergie smusef de chaleur, |g-caroténe régénéré
peut commencer un nouveau cycle de piégeage'@e &t constitue par conséquent un
piégeur non-stcechiométrique. Il est estimé que whagolécule de caroténoides pourrait
piéger environ 1000 molécules'@, avant de réagir chimiquement et de former un gtodu
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A coté des caroténoides, il existe d’autres piégeltO, parmi lesquels nous citerons plus
particulierement les tocophérols et les thidds. Mascio et al. (1990) ont ainsi étudié la
capacité de certains antioxydants a piégé®,l’ préalablement généré par la thermo-
dissociation des endoperoxydes du 3,3-(1,4-napidigrye) dipropionate. Il s’est avéré que
leur efficacité diminuait dans l'ordre suivant :cbpéne,y-carotene, bixine, zéaxanthine,
lutéine, bilirubine, biliverdine, tocophérols etdls. Ces auteurs soulignent cependant que les
piégeurs les moins actifs sont ceux présents e gnandes concentrations dans les tissus
biologiques. Il en ressort que les caroténoidelesttocophérols contribueraient de fagon
équivalente & la protection tissulaire contre léste délétéres de’D,, puisque I'on estime
que les tocophérols sont environ 30 fois plus abntelque Ig-caroténein vivo (Erhardtet

al., 2002)

2.1.4. Chélateurs de métaux de transition

Les chélateurs d’'ions de métaux de transition conteneuivre et le fer peuvent prévenir
I'oxydation en formant des complexes ou des congpagécoordination avec les métaux. Il
s'agit de protéines telles que la transferrindetdtine, la lactalbumine qui séquestrent le fer,
ou encore la céruloplasmine et I'albumine qui sétgeet le cuivre(Muggli, 1993) Les
polyphosphates, I'acide éthylenediamine-tétracétigaDTA), I'acide citrique, les acides
phénoliques et les flavonoides sont également cpaur leur capacité a chélater les métaux
de transition. Chez les flavonoides, les trois iktsod’attache » des ions de métaux de
transition sont(i) la structure catéchol (3’,4’-dihydroxy) du cycle Bt les structuresii)
4-céto, 3-hydroxy ouyiii) 4-céto et 5-hydroxy du cycle C des flavonf&ce-Evanset al.,
1997)(Fig. 17). De ce fait, la glycosylation de ces hydroxylémidue le pouvoir chélateur
des flavonoides.

@ O
&

Fig. 17.Complexation d’ion métallique par les flavonoidés ke groupe 3’,4’-o-diphénol du
cycle B (a), et les structures cétoniques, 4-c8tbydroxy sur le cycle C (b) et 4-céto,
5-hydroxy sur les cycles A et C (€).aprésRice-Evans et al. (1997).

N M“’En-l)+
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La capacité des flavonoides a interagir avec lesrsameétalliques peut étre mise en évidence
au moyen de modifications spectrales induites paomplexation. Des effets bathochromes
sont caractéristiques de la chélation du métal é¥emmposé. Plus le complexe est stable,
plus le décalage vers les grandes longueurs d’'sa@deimportant.

D’autre part, il semblerait que I'importance detgpe d’antioxydation dépende étroitement
de la cible a protéger. Cependant, comme le refoatggles (2006)comparé a l'activité
antiradicalaire par capture de EROs, ce mode dladderait mineur pour I'inhibition de la
peroxydation lipidique(Van Acker et al., 1998 a)mais dominant dans l'inhibition de la

coupure oxydante des brins d’ADNestili etal., 1998)

2.1.5. Effets pro-oxydants

Par définition, tout antioxydant est un composé ucéeur, l'inverse n’étant pas
nécessairement vrai. En effet, la capacité rédiectd'une molécule peut certes jouer en
faveur de la capacité antioxydante par la réduatiespeces oxydantes (comme les radicaux
libres), mais peut également induire un effet prgeant. C’est la balance entre ces deux
processus aux effets diamétralement opposés qigteaminer la capacité antioxydante d’'une
substance. Se pose alors la question du mécanamequel une réaction de réduction peut
induire un effet pro-oxydant. Parmi les plus connosus pouvons citer la réduction de
I'oxygéne moléculaire en espéces réactives de ¢jerg, ou bien encore la réduction du
cation F&" en réactant de Fentoréction 5) de type F&",

Actuellement, il est bien établi que les flavonaigeuvent exercer un effet pro-oxydant en
présence de Gli Pour une classe de flavonoides présentant le méstiestructurel de base,

il s'est avéré que lactivité pro-oxydante vis-&vid'une protéine végétale
(B-phycoérythricine) mise en solution aqueuse a 3@&@mentait avec le nombre
d’hydroxyles aromatiquegCao et al., 1997) Or, les flavonoides les plus oxydants en
présence de G} étaient en revanche les plus antioxydants erepoés) d’un initiateur de
peroxyradicaux (absence de’Quou (i) d’'un systéme de Fenton (€(H.0,) générant HO

Ce résultat est a mettre en relation avec certahetes montrant qu’en présence de métaux
de transition, certains flavonoides (quercétineriegyine et kaempférol) sont susceptibles
d’induire une lipoperoxydation ainsi que des domesag I’ADN nucléair§Sahu and Gray,
1993 ; 1994 ; Rahmaet al., 1992 ; Ahmackt al., 1992) De maniére similairdylaiorino et

al. (1993) ont montré que, lors de la peroxydation de miseltee palmito-linoléoyl

phosphatidylcholine (PLPC) induite par Tul'addition d'a-tocophérol s’accompagne d’une
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accumulation drastique des hydroperoxydes de PI9&{n ces auteurs, I'effet pro-oxydant
de l'a-tocophérol pourrait provenir en grande partie @eapacité a réduire Euen Cd. En
effet, la réaction entre les hydroperoxydes de pholpides et Ci génére des
peroxyradicaux, tandis que celle avec” Quoduit des alcoxyradicau¢Erben Russt al.,
1987) Cependant, il est connu que les alcoxyradicaux $oem plus réactifs que les
peroxyradicaux pour arracher un atome d’hydrog@teward, 1972) Concernant I'acide
ascorbique, il est bien connu qu’il agit plutét com un pro-oxydant que comme un
antioxydant en présence d’ions de métaux de transiCeci est du au fait que I'acide
ascorbique réduit ces derniers (M8 — Me™) et génére du peroxyde d’hydrogéne par
autoxydation, qui génere a son tour, par réactmfehton, des hydroxyradica(iRetskyet

al., 1993) Enfin, les caroténoides sont également susceptillegercer une action
pro-oxydante sous la dépendance de la pressiorygeme. D’aprée8urton et Ingold (1984)

le p-carotene se comporterait comme un antioxygéégeur de radicaux libres, seulement
lorsque la pression partielle en oxygéne est iaféd a 150 torrs (la pression normale de
'oxygene de l'air). En revanche, lorsque la pressts’éleve, lep-carotene perdrait son
activité antioxydante et exercerait un effet prgaant autocatalytique d’autant plus

important que sa concentration est élevée.

2.2. EFFETS SYNERGIQUES, ANTAGONISTES ET ADDITIFS

La synergie peut étre définie comme le phénomeéndepael plusieurs composés présents
dans un méme systéme exercent un effet plus mayjgeéla somme des effets mesurés
séparément sur les substances individualisées desssystémes de tests indépendants.
L’antagonisme et I'additivité pouvant se définir gmbstituant le mot « plus » par « moins »
OU « aussi », respectivement. Dans un premier te(psa régénération d’antioxydants trés
actifs par des antioxydants moins actifs, ou en¢ord’interaction d’antioxydants exercant
leurs effets par des modes d'action differents maosnplémentaires représentent les
mécanismes synergiques les plus observés. En miffedtiphasique, [interaction
d’antioxydants de polarités différentes se distiftupar conséquent dans des phases ou des
solvants différents est susceptible de créer umergie. Parmi les multiples combinaisons
possibles, nous nous focaliserons sur les coupl¢scophérol/acide ascorbique et

a-tocophérol/composé(s) phénolique(s).
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2.2.1. Combinaison dx-tocophérol et d’acide ascorbique

Il'y a plus de 60 ans;olumbic et Mattil (1941)apportaient que la vitamine C exercait (dans
le lard et I'huile de coton) une phase de laterlos pnportante en présence de tocophérols
gue ne le laissait supposer la somme de leur ptadatence mesurée individuellement,
excluant donc un simple effet additif. Par la suitappel (1968)fut le premier a suggérer
gu’in vivo la vitamine C pouvait jouer le role de régénératBurtocophérols par réduction
du radical tocophéroxyl, conduisant & un effet sgis¢e. Il fallu cependant une dizaine
d’années supplémentaire pour que le phénomeéne ginération puisse étre démontré
expérimentalement en solution organique (eau/igprol/acétone)Packeret al.,1979)
Théoriguement, la réduction du radiealocophéroxyl par I'ascorbate est rendu possible pa
le faible potentiel réducteur du couple redox aisstd’acide ascorbique et sa forme oxydée
(E°~0.28 V) par rapport & celui dexitocophérol et du radical correspond#Bf~0.5 V)
(Beckeret al., 2004) Cependant, le fait qu’'il puisse exister un phéaoende régénération
entre ces deux molécules, n’implique pas forcémantistence d'une synergie. Cette
question a partiellement été élucidée Nad et al. (1985)en systéme modele utilisant deux
modes de génération de radicaux libres pour oxgdsiliposomes de phosphatidylcholine de
soja :(i) le 2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochlorhydie (AAPH) générant des ROO
dans la phase aqueusq(igt le 2,2’-azobis(2,4-diméthylvaléronitrile) (AMVN)aahs la phase
lipidique. Or, l'effet antioxydant du couple aci@escorbique/tocophérol s’est révélé plus
puissant que la somme des effets mesurés indiléneht Eynergi¢ seulement lorsque
FTAMVN était utilisé (ROO lipophiles). Par contre, en présence d’AAPH (ROO
hydrophiles), I'effet antioxydant des deux molésuteesuré ensemble s’est révélé équivalent
a la somme de leurs effets mesurés individueller(esditivite). Ce résultat montre qu’un
mécanisme de régénération entre deux especes imdugtfet synergiste seulement si la
molécule la moins puissante régénere la moléculgua puissante. Ainsi, dans le milieu
microsomial, la chaine phytyle permettrait d’alighie:-tocophérol avec les chaines acyles
des acides gras de la bicouche phospholipidiqientant par conséquent le noyau chromanol
vers |'extérieur de la membrane (phase aqueusexinuité de la membranéMcCay, 1985),
I'ascorbate étant quant a lui situé dans la phgsewse. Si le radical libre est généré dans la
phase aqueuse (cas de ’AAPH), I'ascorbate toutneerta vitamine E pourra le piéger et le
rendre indisponible pour oxyder les liposomes. &iltat implique une notion d’équivalence
entre les deux molécules. Par contre, si le radilmad est généré dans la phase lipidique (cas

de 'AMVN), seule la vitamine E pourra le réduirdgfieacement. Ainsi, dans ce cas
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particulier, l'antioxydant le moins actif (ou maliti®, comme I'ascorbate) régénere
I'antioxydant le plus actif (ou bien situé, comn® \litamine E), conduisant & un effet
synergique. Se pose en revanche la question d& savoment la vitamine E, dont I'action
antioxydante est médiée par son groupement phénéldans la phase aqueuse, peut réduire
un radical libre lipophile situé dans la phasedigue. Probablement faut-il voir ici que ces
localisations/compartimentalisations strictes sted vues d’esprit ne tenant pas compte de la
mobilité de la molécule et des radicaux libregritdrface lipide-eau. D’autre part, ce résultat
est a nuancer par le fait ghlalpneret al. (1998)ont montré sur hépatocytes de rats en culture
que la concentration en acide ascorbique diminemaitprésence d’AMVN, suggérant de
maniére contre-intuitive qu'un antioxydant hydrdphpouvait réduire un peroxyradical
lipophile.

En parallele d’études en systeme microsongalto et al. (1990) ont mis en évidence un
mécanisme synergiqui vitro entre les vitamines E et C dans les LDLs. L'évelhu
existence d’une telle synergievivo est importante puisqu’on estime qu’il y a dansUB&s
environ 7 molécules d:tocophérols (+ 2 autres antioxydants) pour pratégel’oxydation
3070 lipides(Esterbaueet al.,1993b)et les résidus amino-acides de I'apolipoprotéia®®B
(Fig. 18).

Monocouche de phospholipides

(~ 700 molécules %) ¥ Apolipoprot éine B
.. AL TIRS: e (1 molécule)
Cholest érols libres —»p
(~ 600 molécules ?) Seved ‘r&
'4 %A

HO g g i g }»m\ Cholest éryl esters
)

(~ 1600 molécules )

%ﬁ% Triacylglyc érols

z a
+ Antioxydants non enzymatiques (~ 170 molécules )
(~ 9 molécules ) dont : a-tocophérol (~ 7 molécules),
B-tocophérol, 8- and a-caroteéne, lycopéne, cryptoxanthine and ubiquinol-10

Fig. 18.Structure simplifiée de la particule de LOLD’aprésEsterbauer et al. (1993 b)

Si I'existence d’'une régénération voire d’une sgieim vitro entre le tocophérol et I'acide
ascorbigue a pu étre mise en évidence dans difféneodéeles, quith vivo ou coexistent une
multitude de types tissulaires et cellulaires pammpartimentés ? Malgré quelques études

contradictoires(Burton et al., 1990) un faisceau grandissant de preuves expérimentales
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établies sur modéle humajdacquest al., 1995)et animal(Chenet al., 1980 ; Kanazawat

al., 1981 ; Bendiclet al., 1984)montre qu’une supplémentation en vitamine C seuttgmir
une augmentation de la concentration en vitamingais les tissus concernés, selon des
modalités qui restent a déterminer. En effet, tacascorbique peut agir de deux manieres
distinctes : soit en régénéranti-tocophérol, soit en réduisant les EROs a la pldee

I’ a-tocophérol. La régénération condufiip & un effet synergique si la molécule la moins
puissante régénere la plus puissafifea un effet antagoniste si la molécule la plus @unts
régénere la moins puissante ou enfim), a un effet additif (faible probabilité) si les deu
molécules sont d’efficacité équivalente en termmsédctivité et de localisation. En revanche,
une économie du tocophérol conduira forcément éafigt additif a long terme. Ceci signifie
que l'observation d'effets synergique ou antagenest un indicateur de I'existence d’un

phénomene de régénération.

Finalement, s'il existe des arguments expérimentaupportant la thése qu’une
supplémentation en vitamine C permet d’augmenteofaentration en vitamine E, ceux-ci
ne permettent pas de trancher quant au mode diacti® en jeu (économie ou régénération)
ni au type d'effet qui s’en suit (antagoniste, sgigue, additif). Y répondre nécessite de
mesurer I'activité antioxydante, ce qui peut s'avétélicat. En effet, la diversité des substrats
oxydables et des processus oxydatifs a I'ceuvre kanganisme a conduit au développement
d’'une multitude de tests destinés a mesurer I'aétimntioxydante, aucun d’entre eux ne
présentant un caractére universel. A la difficulitiale de la mise en évidence d'une
interaction spécifique entre l'acide ascorbiquel’ ettocophérol, s’ajoute la difficulté de
mesurer une activité antioxydante, en limitantdiess possibles. Parmi les études entreprises
dans ce but, citons I'étude déalal et Grundy (1993jnontrant que I'effet combiné d’une
supplémentation ena-tocophérol, en ascorbate (et ghcarotene) n’induit pas de
ralentissement significatif de I'oxydation de LDdgmparée a une simple supplémentation en
a-tocophérol. Plus récemmenipanget al. (2002)ont observé sur 184 sujets non-fumeurs
que l'apport simultané des vitamines C et E n'afgbmpas d'amélioration de l'activité
antioxydante par rapport a une prise séparée. Esiin des perches jaunePRefcea
flavesceng Lee et Dabrowsky (2003)'ont pas observé d'effet synergique avec les deux
antioxydants. A I'opposé, une étude sur modéle huinapliquant des sujets agés, a montré
gu’'une supplémentation combinée en vitamines C aixé&rcait un effet synergique par
abaissement des substances réagissant a l'acidatbiturique dans le sérufwantanowicz

et al., 1984) D’autres études vivo viennent en appui a I'existence d’'un effet syrngugi
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permettant de contrer la peroxydation lipidique dé&s tissus vasculairéblezzettiet al.,
1995)

Finalement, il y a 50 ans, Tappel a suggéré I'erise d’'un mécanisme régénératifvivo
entre la-tocophérol et I'acide ascorbique, se traduisanupaeffet synergique. Or, malgré les
nombreux efforts apportés pour valider (ou invaldmette hypothése, I'intuition de Tappel

reste a confirmer expérimentalement.

2.2.2. Combinaisons di-tocophérol et de composés phénoliques

La place des composés phénoliques dans les precegsuéegenération et de synergie
vis-a-vis du tocophérol est moins documentée quie ce l'acide ascorbique et de ses
dérivés, probablement en raison du fait que lespos@s phénoliques regroupent une
multitude de structures différentes.

Zhu et al. (2000)ont montré que I'addition de flavonols a une suspenaqueuse de LDLs
oxydés par de I'AAPH s’accompagnait d’'une moindrensommation ai-tocophérol.
L’allure des courbes suggére d’ailleurs une régai@r plutdt qu’'une économie des
tocophérols puisque I'addition de flavonols (suttgour les plus fortes concentrations,
20 uM) semble restaurer la concentration initisdatophérols. Sur le plan structuhu et

al. (2000)ont également montré que le groupe catéchol dedyatst de prime importance
pour régénérer d-tocophérol puisque parmi les quatre flavonolséegkaempférol, morine,
myricétine et quercétinelr(g. 14), la quercétine, qui est le seul flavonol a contgranne telle
structure, a été le meilleur régénérateur. Dans autee étude réalisée sur des sujets
non-hypercholestérolémiques et non-hypertrigly@rigjues, Cartron et al. (2001) ont
montré que I'oxydation induite par €ude LDLs incubés soit avec de I'acide caféique soit
avec des composés phénoliques (de vin rouge) ceaitdud un ralentissement de la
consommation des tocophérols. De maniere intéressiaest apparu que la production des
diénes conjugués débutait lorsquetibcophérol était completement oxydé, suggérantcgtie
antioxydant piege les radicaux propagateurs LOO

Concernant les effets de la combinaison sur I'gétiantioxydante globaleilirano et al.
(2001) ont montré, lors de I'oxydation de LDLs induiter pddeO-AMVN, que l'addition de
flavonoides permettait de restaurer la phase dendat supposée étre induite par
I’ a-tocophérol. Sur la base de ces résultdisano et al. ont conclut que les flavonoides

agissent en tant que donneurs d’hydrogene auxawalitocophéroxyles. Dans une étude
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réalisée en solutiort-butanoligue de linoléate de méthyle oxydé par dB-a2obis-
isobutyronitrile (initiateur azo lipophile)Pedrielli et Skibsted (20029nt, pour leur part,
constaté que la quercétine et I'épicatéchine agissaynergiquement avewtocophérol,
sans toutefois proposer un mécanisme précis. Atisg,Peyrat-Maillardet al. (2003) ont
montré que l'association de tocophérols et de ca@pghénoliques, comme les acides
caféique et rosmarinique, conduit a un antagonifore de l'oxydation d’'une dispersion
aqueuse d’acide linoléique induite par AAPH. Letears expliquent cet antagonisme par le
fait qu’une fraction de ces acides (trés actifsyisait a régénérer di-tocophérol qui est moins
actif. Enfin,Goupyet al. (2007)ont montré, lors de la peroxydation d’acide linglé induite
par metmyoglobine, qued‘tocophérol et la quercétine exercaient sur la &iom des dienes
conjugués une inhibition supérieure a celle dédditene simple hypothése d’additivité,
traduisant tres clairement un effet synergique. @emous l'avons abordé plus haut, la
synergie (tout comme I'antagonisme) est davantaggatible avec une régénération qu'avec
une simple économie temporaire d'un antioxydant lfgation préférentielle d’'un autre.
Cherchant a établir le sens de cette régénérdtonpyet al. (2007)ont avancé I'hypothese
que l'a-tocophérol régénérait la quercétine et non l'iseerPour cela, les auteurs se sont
basés sur le fait que la quantité-@ibcophérol était plus faible lorsque la quercétitait
présente dans le milieu et, gu’en corollaire, lacamtration de quercétine était plus élevée
lorsque la-tocophérol était présent. Plus précisément, cesueibnt suggéré qu'il est plus
probable que #i-tocophérol régénérait un produit d’oxydation degleercétine, puisque la
quantité de quercétine epargnée par-técophérol reste modeste en comparaison de
'augmentation de la consommation de-tbcophérol induite par la présence de quercétine.
Sachant que ce(s) produit(s) d’oxydation conserfarg une partie du potentiel antioxydant
de la quercétine, ce mécanisme pourrait avoir @percussion biologique importante. En
outre, du fait que la régénération de la quercétmede ses produits d’oxydation pagi-I’
tocophérol n’est pas favorable, en termes de peterddox et de BDE, ces auteurs ont
postulé que cette régénération pourrait étre intéret impliquer le noyau porphyrine comme
intermédiaire de transfert d’électron :.afocophérol pourrait rapidement transférer un
électron au radical cation porphyrine qui donneesitretour un électron au(x) produit(s)

d’oxydation de la quercétine, le(s)quel(s) poureaitin réagir avec les radicaux oxoferryles.

Il apparait d’aprés ces €études, que la nature idéedaction entre éi-tocophérol et les
composés phénoliques peut se révéler complexet étgrendante du milieu (solution

agueuse, organique, milieu émulsionné, compartiéent), des espéces initiant (métal de
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transition, initiateur azo, héme protéique, ...) Eipagearit (radicaux lipoperoxyles dérivés

du substrat lipidique) I'oxydation, et enfin du goosé phénolique lui-méme (acide, alcool ou
ester phénolique, flavonol, flavanol, ...). De nomiz@s données expérimentales tenant
compte de toutes ces conditions devront encoreaétremulées avant de pouvoir établir des

scénarios plausibles.

8 Dans le cadre de I'autoxydation radicalaire ligict.
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3. METHODES D’EVALUATION IN VITRO DE LA CAPACITE AN TIOXYDANTE

Le champ d’investigation qui s’offre a l'analysteésiteux d’étudier les propriétés
antiradicalaire et antioxydante est extrémementevdsa stratégie la plus simple consiste a
mesurer la capacité d’'un antioxydant a réduireadical libre (par transfert d’hydrogene ou
d’électron) ou un métal de transition (par trartsfé€lectron) en absence de substrat
oxydable. Comme nous allons I'aborder ici, ces mddis bien que plus simples a mettre en
ceuvre, présentent linconvénient de ne pas fouder mécanisme compétitif entre
'antioxydant et le substrat oxydable pour rédules espéeces oxydantes, ce qui est
grandement discutable en terme de représentativitphénomene d’antioxydation naturel.
Parmi ces meéthodes ditemon-compétitives (ou directeg, nous aborderons plus
particulierement les tests basés sur des radicéugs| artificiels et stables tels que le
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl et le radical catiodérivé de l'acide 2,2'-azino-bis-3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonique.

A l'opposé de la stratégi@on compétitivel’approche ditecompétitive(ou directe implique
I'utilisation d’'un substrat oxydable et consisten&surer 'effet inhibiteur d’un antioxydant
sur I'oxydation (artificielle ou naturelle) de ceabstrat. D’'un point de vue cinétique (et en
éludant la mesure de la déplétion en oxygene), tgaes de mesures peuvent étre adoptes :
(i) la mesure de la formation de produits d’oxydation(ii) la mesure de la disparition du
substrat oxydable.

Méme si cela releve d'une vue de l'esprit, la #triclichotomie entre les méthodes

compétitiveetnon compétitivesera appliquée dans ce chapitre par soucis dé.clar

3.1. METHODES NON COMPETITIVES
3.1.1. Le test au radical 2,2-diphényl-1-picrylhydazyl

En 1958 Blois (1958)développe une méthode de mesure de l'activitéaatitialaire utilisant
un radical libre artificiel et stable, le 2,2-diply& 1-picrylhydrazyl (DPPH. Ce radical libre
centré sur l'azot€Fig. 19) présente la particularité d’absorber dans le doenaisible a
510-520 nm.
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N—N NO,

Fig. 19.Radical DPPH

Le principe général de ce test repose sur la diatesorption du DPPHar piégeage de son
état radicalaire par un antioxydairfi)y soit partransfert d’électronde I'antiradicalaire au
DPPH pour générer I'anion DPPHui va ensuite capter un proton dans le miligagtions
28-30, (ii) soit directement patransfert d’atome hydrogeneour générer la molécule
DPPH-H(réaction 31)

AH— A +H (28)
A"+ DPPH — A’ + DPPH (29)
DPPH + H' — DPPH-H (30)
A-H + DPPH — A" + DPPH-H (31)

Cette méthode a par la suite été adaptée par debreaor auteurs, parmi lesquels
Brand-Williams et al. (1995) montrant que certains composés (principalementadétes
hydroxybenzoiques et hydroxycinnamiques) réagissd@émtement avec le DPPKjusqu’a

6 h). Ce résultat souligne ainsi la nécessité @ltadte un état stable lors de la prise en compte
de parametre stationnaire pour la déterminatiotadguantité d’antioxydant nécessaire a la
réduction de 50 % du DPPHihnitialement présent (B (Fig. 20). On peut toutefois
s'interroger sur le fait que le calcul de I'ECest un parametre exclusivement
stcechiométrique, ne tenant pas compte du temps pauis 'antioxydant pour réagir
compléetement avec le DPPHDans cette optiqu&anchez-Morenet al. (1998)ont proposé
de prendre en compte la concentration d’antioxydadessaire pour réduire de 50 % le
DPPH, mais également, la durée nécessaire pour atteiagiateau correspondant a la fin de
la réaction entre I'antioxydant et le DPPpbur la concentration &g (AE = (1/EGy) X
TEGs). Il s’agit ici d'une amélioration intégrant enauaariable bidimensionnelle, le temps et

le degré d’inhibition.
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100 1
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% de DPPH a I'état stable

ECso
Concentration antiradicalaire

Fig. 20.Exemple de détermination de 'L

Dans son article de revuganchez-Moreno (200Zjte quatre-vingt références employant la
méthode DPPH pour tester I'activité antioxydantalifi@rents composés, extraits végétaux et
produits alimentaires. A titre d’exemples, citoes kravaux deSilva et al. (2000)sur des
dérivés d’acide caféique, drand-Williamset al. (1995)sur des acides hydroxycinamiques
et hydroxybenzoiques et enfin I'analyse cinétiga€sdupyet al. (2003)sur des flavonoides
et des acides phénoliques. Bien que ces études péemis d’établir un classement en
fonction de l'ordre d'efficacité antioxydante, llligation de conditions expérimentales et
d’expressions des résultats disparates limite tesparaisons aux seuls aspects qualitatifs.
L’'une des solutions de standardisation consistegait I'utilisation systématique d’une
molécule antioxydante de référence a laquelle tsempportée l'activité antioxydante de la
substance a tester. Pour ce faire, le Trolox apé&i@os€, bien que certains auteurs aient
critiqgué son utilisatiorjFrankel et Finley, 2008sans toutefois proposer d’alternative. Malgré
son aspect artificiel, le Trolox est, en effet,aigrgement employé dans d’autres tests, et qui
plus est, présente une stoechiométrie avec le DBieRl connue (1 mole de Trolox piege 2
moles de DPPHL Enfin, les différents modes d’extraction de fdirmation représentent
également un frein a la standardisation des résulfa titre d’exemple, certains auteurs
déterminent un % d’inhibition a partir d’'une contation fixée, alors que d'autres
déterminent une concentration (ou un ratio molaamioxydant/DPPH pour un %
d’inhibition fixé a 50 % (EGg). D’autres encoréSanchez-Morenet al.,1998, Kanscet al.,
2003)incluent des parametres cinétiques, ce qui perraétedrs d’obtenir une information
plus riche sur le comportement antioxydatif desstarices testées.

Concernant les avantages, le test DPPH est l'upldesfaciles a mettre en ceuvre, s’'agissant
d’'un test non-compétitif n'utilisant pas de substraydable. Il a de plus été combiné avec
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une technique de séparation chromatographiqueosiche mincé€Glavind et Holmer, 1967)
Cette approche implique une séparation chromatbgrae d’analytes en mélange sur plaque
de silice, suivie d’'une détection de I'activité giégeurs de DPPHaprées pulvérisation sur la
plaque d’une solution alcooligue de DPPHa détection étant visuelle ou chromamétrique
selon les auteurs. Cette approche a notammenipptigeée sur des extraits végétaux pour
détecter des composés individuels présentant uhaté@cle piégeur de DPPHCuendetet

al., 1997 ; Caviret al.,1998 ; Soler-Rivast al.,2000) Cependant, la principale limite de ces
méthodes provient de la qualité de la séparatiaigsgp’il n’existe malheureusement aucun
mode de séparation générique apte a séparer teusoiBposés présents dans un extrait
végétal, ni apte a avoir la méme résolution enifférdnts extraits d’'un méme végétal.
Constatant qu'une séparation satisfaisante ne [topaea étre obtenue en phase normale
(polaire), du fait de la nature polaire des compgséenoliquesyrjonen et al. (2003) ont
développé la méme méthodologie sur des plaquesGM €n phase inverse (RP-18, silice
greffée par des chaines octadécyliques). Les atsudbnt relativement bien corrélés a la
méthode DPPH spectrophotométrique de référenceR23), bien qu’il semble difficile de

se prononcer sur 'amélioration potentielle dedpagation, puisqu’un seul extrait a été étudie.

En termes d’inconvénient§)zcelik et al. (2003) préconisent d’interpréter les résultats avec
précaution puisque l'absorbance du radical DPPReEuUt étre diminuée par la lumiére,

I'oxygene, le pH, ainsi que par la nature du sdiviiotons également que la méthode DPPH
n'est pas applicable a I'étude de la capacité aptiante du plasma, puisque les protéines
sont précipitées dans les milieux alcooliques. iEHé méthode DPPH telle que réalisée dans
un milieu alcoolique a été critiquée d’'un pointwle du mécanisme de réduction par transfert
d’électron, suivie d’'une protonation, ce qui n'esis représentatif d’'un phénomene oxydatif

naturel par transfert d’hydrogéne.

3.1.2. Radical cation dérivé de l'acide 2,2’-azinbis-3-éthylbenzothiazoline-6-sulfonique

La premiére utilisation du radical cation dérivé déacide 2,2'-azino-bis-3-
éthylbenzothiazoline-6-sulfonique (ABTS) pour tedtactivité antioxydante, a été réalisée
par Miller et al. en 1993 Cette méthode fut appelée capacité antioxydantégelivalent
Trolox (TEAC) étant I'une des premieres a utilieilrolox comme antioxydant de référence.
On lui préfere maintenant le nom plus explicite déthode a I'acide 2,2’-azino-bis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonique, ou méthode ABT&. méthode originale fut basée sur
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I'activation de la metmyoglobine par.&, (dans une solution de tampon phosphate) donnant
naissance au radical ferrylmyoglobine, qui va @asuite oxyder 'ABTS en radical cation
ABTS"™ (Fig. 21). Ce radical cation présente un spectre d’absor@vec uma de 415 nm

et des maxima d’absorption secondaire a 660, 782@im ; propriétés spectrales qui sont
perdues lorsque le radical cation est réduit paantioxydant. Notons que la mesure est le

plus souvent réalisée a 734 nm.

035 S S 503_ 038 S S 503
== , ==
N—nH N Ne N
ABTS ) K ) K ABTS™

Fig. 21.Réaction de formation du radical cation ABTSar oxydation de I'ABTS.

Cette méthodologie a été appliquée a I'étude deelation existante entre la structure
moléculaire et I'activité antioxydante de phénalbditués par différents groupements ainsi
que de dérivés de flavonoides et de tocophékids et al., 1999) Rice-Evanset al. (1996)
ont d'ailleurs établi les principaux déterminantsygico-chimiques gouvernant l'activité de
réduction du radical cation ABTSpour certaines familles de composés phénoliquas: IBs
flavonols, il ressort qu’'une substitution 1,2-dinyxly sur le cycle B, et/ou la présence d’un
hydroxyl en position 3 et d’'une cétone en posidlode I'hétérocycle C, sont des parametres
structuraux primordiaux. En revanche, pour lesdtag-ols, une structure de type pyrrogallol
(3 hydroxyl phénoliques adjacents) sur le cyclesB@us avantageuse en termes d’activité
antioxydante qu’une structure de type catécholt¢mwehoses étant égales par ailleurs). La
méthode ABTS a également permis de cribler I'aiiantiradicalaire de trés nombreux
extraits végétaugMantleet al.,1998 ; lvanovat al.,2005)

La premiere question a se poser est de savoir sesteimplique une compétition entre
I'ABTS et I'antioxydant pour réduire les radicaugrfylmyoglobiné. Ici la séquence des
opérations est primordiale quant au mécanisme (éttiipou non): si les substances
antioxydantes sont additionnées aprés que le flagitian ait été formé par I'action combinée
de la metmyoglobine et de 150,, alors il N’y aura vraisemblablement pas de coitipiat En
revanche, si toutes les especes chimiques sontsn@eecommun, alors les radicaux
ferrylmyoglobines pourront étre réduits par l'amgidant ou I'ABTS. Toutefois, le ratio
molaire ABTS/antioxydant (150/0-2500 (uM)) est kmgent en faveur de I'antioxydant, selon

® Dans ce cas, le test ABTS devrait étre classé ldanmaéthodes compétitives.
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les conditions fixées paviller et al. (1993) Un autre aspect mécanistique concerne le mode
de piégeage du radical cation ABTBar des réducteurs puisque, sélgalfenden et Wilson
(1982) il impliquerait un transfert d’électron du rédewt au radical cation. Dans ce cas
particulier, cette méthode mesure le pouvoir réglurct’'un composé et non son strict pouvoir
antioxydant. Or, selorPrior et Cao (1999)un antioxydant est forcément un composé
réducteur, l'inverse n’étant pas forcément vraialdie part, la présence de trace de cations
métalliques dans les fluides biologiques et legipits naturels vont inéluctablement réduire
(par transfert d’électron) IABTS en ABTS, faussant ainsi les résult@@si et al.,2001)

3.2. METHODES COMPETITIVES

De maniére générale, les méthodes compétitives allidgtion in vitro de [I'activité
antioxydante s’articulent autour de quatre compiesan(i) un substrat oxydable dont la
dégradation oxydative peut étre suivie par des oa&th physico-chimiques ou sensorielles,
(i) un milieu permettant la mise en contact des difftees composante§ii) des conditions
d’oxydation permettant d’'oxyder le substrat, aigse (iv) des substances antioxydantes dont
on souhaite évaluer I'aptitude a protéger le sabsixydable. Dans un tel systeme, la mesure
du pouvoir antioxydant passe nécessairement paalliation du degré d’oxydation du
substrat lipidiqgue. Une stratégie de mesure idéaisisterait a évaluer de maniere fiable et
rapide les meilleurs marqueurs de I'oxydation, enmes de spécificité et de représentativité
du processus oxydatif. Cependant, toute la diffica@l mettre en ceuvre une telle méthode
repose sur la complexité des mécanismes d’oxydatiofantioxydation.

Concretement, I'évaluation de la capacité antioryelal'une molécule vis-a-vis d’'un substrat
oxydable peut se baser sur deux stratégies de enemétique différentes(i) déplétion en
oxygéne et disparition du substrat, (8] apparition de produits d’oxydation (primaires,
secondaires dans le cas de I'oxydation lipidigh®us allons donc examiner dans ce chapitre
les problemes soulevés par cette évaluation eepassrevue, de maniere non exhaustive, les
tests les plus courants que nous classerons efidionle la stratégie de mesure adoptée. Une
mise en balance des avantages et inconvénientsctéspgle chacune des méthodes abordées

sera également proposée.

3.2.1. Déplétion en oxygéne

L’étude cinétique de la consommation en oxygenes danmilieu donné et son allongement

en présence d’'agents antioxydants permet de mesuoapacité de ces derniers a retarder
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I'oxydation. Les méthodes de mesure peuvent étreomatriques ou gravimétriques par
mesure de l'augmentation du poids consécutive &ixktion d’'oxygéne sur le substrat
oxydable. Il est également possible de mettre evreda chromatographie d’espace de téte,
en mesurant I'absorption d’oxygene a l'aide d’uriedteur de type thermoconductimeétre
(Wanget al., 1991) La méthode polarographique qui emploie une éleetma Clark reste
cependant la plus communément employée.

A titre d’exemple,Roginsky et Barsukova (200bnt utilisé cette méthode pour étudier la
consommation en oxygene induite par la peroxydatiorchaine de micelles de linoléate de
méthyle en systéme aqueux, l'oxydation du subsligitigue étant induite par le
2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochlorhydrig@®APH) qui est un initiateur azo
générant des peroxyradicaux a température mod€eite procédure a été appliquée pour
déterminer la capacité antioxydante de vins roegdédancs, de biéres, de cafés solubles et de
thés noirs et verts.

Cependant, la principale limite de I'électrode darlC tient au fait qu’elle consomme elle-
méme de I'oxygene ce qui biaise les résultats,tdidgylus considérablement que I'oxygéne
est présent en tres faible quantité. C’est notampeur pallier ces inconvénients qu’a été
développée la mesure optique de la consommatiaxgyene. Les sondes de mesure basées
sur ce principe sont alors appelées optodes. Bisgm djfférentes approches aient été
développées, les optodes comportent bien souventm@mbrane polymérique recouverte de
fluorophores qui, une fois excités par une radmfioa une diode électroluminescente ou un

laser), émettent une lumiére de moindre énergién@mene de fluorescencé&jd. 223.

(a) Phénomene classique de fluorescence

™ o Ny e Oﬂ
Fluorophore /l\

(état fondamental)  Eiat excité

(b) Piégeage de fluorescence par I'oxygéne

Transfert d’énergie

HHI'\O \Cl)/ \é/ par collision O;‘
— -(O— —» — >

/TN N\

*0,

Oxygene triplet

1
+ "0

Oxygene singulet (état excité)

Fluorophore
(état fondamental)

Fig. 22.Principe du piégeage de fluorescence par I'oxygeolkéculaire.
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Le principe de la mesure repose sur un piégeagandgoue de cette fluorescence par
'oxygene triplet. Ainsi, en présence d’oxygene, transfert d’énergie a lieu entre le
fluorophore excité et 'oxygene moléculaire, catutransitant alors de son état fondamental
(état triplet,’0,) & un état excité (état singulé®,) (Fig. 220). En corollaire, le fluorophore
n'émet pas de fluorescence, ce qui se traduit pa@ extinction de fluorescence
(Ramamoorthyet al.,2003) Une relation existe alors entre la concentratinroxygene eti)
I'intensité de fluorescence diu) la durée de fluorescence. Ces optodes présentegtand
intérét en tant qu’alternative a I'électrode de rClgpuisqu’elles ne consomment pas
d'oxygéne. D’autre part, la possibilité d'utilisedles optodes a sonde déportée et
miniaturisable confére a ces derniéres une gramaddité d’utilisation associée a une
amélioration de la résolution spatiale. Notonsrenfi’'il existe des applications a haut deébit,

sur lecteur de microplaques.

3.2.2. Disparition du substrat

Cette stratégie de mesure est fréiquemment emplopgée ['établissement du degré
d’oxydation en systéme modéle simple (i.e. subsin&due et parfaitement caractérisé) ou en
systeme complexe marqué (particules biologiquescallules vivantes marquées par un
fluorophore). En d’autres termes, cette straté{pstrpas trés souple puisqu’elle impose de
travailler avec un substrat oxydable donné, toutpedsentant par ailleurs de multiples
avantages. Mises a part quelques méthodes chrorapligues destinées a doser les substrats
non oxydeés résiduelCuvelieret al., 1990) les méthodes adoptant cette stratégie implique
généralement une mesure spectrale. En effet, lestrats oxydables utilisés dans ces tests
présentent en majorité une structure polyéniqugugoge qui leur confére des propriétés
d’absorption et/ou de fluorescence dans le spddweV/IS et qui permet de suivre leur

dégradation oxydative.

3.2.2.1. Méthodes utilisant |A-phycoérythrine

Largement basée sur la méthode de Glé2&zer, 1988 ; 1990)a méthode ORAgepour
oxygen radical absorbance capacityéveloppée parCao et al. en 1993 utilise la
Sphycoérythrine f-PE) comme protéine cible de l'attaque des peraligaax. Cette
protéine fluorescentédy : 540Ahem : 565 nm) isolée a partir d@orphyridium cruentumperd
ses propriétés spectrales apres une attaque eAtB¢capermettant ainsi de suivre son

oxydation par spectrofluorimétrie. L’effet proteated’'un antioxydant est par la suite mesuré
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par I'intermédiaire d'un calcul d’'aire sous la coarde I'antioxydant comparée a celle de
I'oxydation non inhibée. Plus que I'aspect analyticdu test, déja développé dans le test de
Glazer(Glazer, 1988 ; 1990ce type de calcul qui prend a la fois en cometeemps et le
degré d'inhibition constitue la véritable innovatiae la méthode ORAGEg et va étre
intensivement repris par les nouvelles méthodaenemire de I'activité antioxydante adoptant
une approche compétitive basée sur la disparitiosuthstrat.

La méthode ORAE:e a été appliquée a la mesure de I'activité antiaxye de vins rouges et
blancs (Sanchez-Morent al., 2003) de canneberge@Nada et Ou, 2002)ainsi que de
différents fruits et jus de fruit@Vanget al., 1996 a) Au niveau moléculaireyillafio et al.
(2005) ont montré que la structure catéchol des acidesiroRybenzoique et
hydroxycinnamique, des flavonoides et des stilb@&bais le déterminant majeur de l'activité
antioxydante. La méthod@RAC;.re a €galement été employée pour mesurer I'évoludisn
I'activité antioxydante du plasma sanguin humaiitesa différents régimes alimentaires, et
semble montrer une corrélation entre 'augmentatieha consommation en fruits et Iégumes
et 'augmentation post-prandiale de la valeur ORAGIU plasmgCaoet al., 1998) Sur la
base de leurs résultat§ao et al. (1998) ont suggéré que les flavonoides seraient les
principaux contributeurs de cette évolution. Citégslement I'étude deuanget al. (2002)

sur lactivité antioxydante du serum sanguin deetsujnon-fumeurs, montrant que la
combinaison des vitamines E et C n‘améliore pastiVae antioxydante du sérum en

comparaison d’une prise séparée de ces vitamines.

3.2.2.2. Méthode utilisant la fluorescéine (ORAGQ

S’inspirant de ‘la méthode ORAGe, Ou et al. (2001) développerent une méthode de
détermination de l'activité antioxydante basée ks propriétés de fluorescence de sels
disodiques de fluorescéine (F)Cette sonde fluorescenféid. 23 émet vers 515 nm suite a
une excitation vers 490 nm, mais perd ses progrigpectrales une fois oxydée par des
peroxyradicaux générés par I'AAPH en milieu aquéamponné (pH 7.4) ; cette chute de
fluorescence étant enregistrée en fonction du tefaps un spectrofluorimetre a cuve (1 cm).
Lorsqu’un antioxydant est ajouté, une réduction gesoxyradicaux a lieu, les rendant
indisponibles pour oxyder la fluorescéine, ce qe& taduit par un ralentissement

dose-dépendant de la chute de fluorescence. Decreaanalogue a la méthode ORAG

19 Par commodité, le sel disodique de fluorescéine isenené au vocable fluorescéine.
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I'information est extraite par I'intermédiaire d'walcul de I'aire sous la courbe et le Trolox

est utilisé comme antioxydant de référence.

Fig. 23. Structure chimique du sel disodique de fluoreseéin

Globalement, le remplacement defahycoérythrine par la fluorescéine permet de @alli
certains problemes de photodécoloration, d’intémast non-spécifiques avec des composés
phénoliques, de colt et de reproductibilité. Eretefbu et al. (2001) ont démontré qu’en
absence d’AAPH, la fluorescence defghycoérythrine n’était pas stable lorsqu’elle ttai
seule ou en mélange avec certains composés phéeslif’autre part, d'aprés ces auteurs,
75 % du colt de la méthode ORA& sont imputables a la protéine fluorescente qui, en
outre, présente une grande variabilité d’'un Idaatte. La méthode ORAL a par la suite été
adaptée a une mesure a haut débit en lecteur deptaiguegHuanget al.,2002)

En terme dapplication a I'évaluation de I'activi@ntioxydante d’extraits végétaux, la
méthode ORAG. a été utilisée sur des composés issus d’exti@itéfies de cafés verts de
type Arabica et Robust@del Castilloet al., 2005) sur des plantes amazoniennes utilisées
dans la médecine traditionnell8ilva et al., 2007 ; Souzat al.,2008) sur des jus de fruits
commerciaux (Seeram et al., 2008). Récemment, le fruit deEuterpe oleraceae
communément appel@cai, a suscité un intérét exceptionnel, en raison aevaeur
H-ORAC:. qui est la plus élevée parmi les aliments et lgémits végétaux jusqu'a présent
analysés par cette métho@rhaus®t al.,2006) Soulignons également le travail Oe et al.
(2002) qui ont analysé avec les méthodes ORA& FRAP pouferric reducing antioxidant
power, 927 échantillons végétaux (111 de choux blanajé&@arottes, 51 de haricots verts,
57 de choux-fleurs, 33 d'oignons blancs, 48 d'omgaouges, 130 de brocolis, 169 de
tomates, 25 de betteraves, 88 de pois, 88 d’émnaf&ide poivrons rouges, et 50 de poivrons
verts) collectés sur divers marchés a différendésoas de récolte. Tout d’abord, cette étude
montre clairement la dépendance de la valeur ORAvariété, la localisation géographique
ainsi que la saison de récolte. D’autre part, flasparu qu'il n’existait pas de corrélation
entre les résultats fournis par les méthodes FRAMRAC:,, ce que les auteurs expliquent en
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partie par des différences de mécanismes d’actitioxgdante (transfert d’électron pour la
méthode FRARs.transfert d’'atome hydrogene pour la méthode ORAC

Concernant les inconveénients, notons que la metiieC:, telle que développée pa@u et

al. (2001) permet seulement danalyser les composés hydesphiPour pallier ce
désavantagd;uanget al. (2002) utilisérent a la foigi) des/-cyclodextrines aléatoirement
méthylées efii) de I'acétone en faible proportion pour solubililes antioxydants lipophiles
dans le tampon phosphate. De fait, il existe algont deux protocoles ORAG un pour
tester les antioxydants hydrophiles (H-ORACH pour hydrophile) et un autre pour tester
des composés lipophiles (L-ORACL pour lipophile). Dans le cas particulier du plasm
sanguin,Prior et al. (2003) montrerent que, puisqu’une extraction a I'hexang ctemposes
lipophiles du plasma, avant analyse avec la métheéd@RAC: n’altérait pas la valeur
H-ORACq, les deux valeurs (H-ORAC et L-ORAG.) pouvaient étre additionnées et
conduire a la valeur totale T-ORAC prenant en compte I'ensemble des propriétés
antioxydantes du plasma. Cependant, si ce raiscemesemble justifié d’un point de vue
analytique, il est grandement discutable au regs mécanismes complexes de l'activité
antioxydante. Ainsi, le fait que les antioxydaniigophiles et hydrophiles ne soient pas
analysés dans un méme test suppose que leursgiéspantioxydantes mesurées séparément
dans des milieux différents peuvent étre additiesn®r, comme nous lI'avons déja montre,
les antioxydants de polarités différentes peuvegit par l'intermédiaire de mécanismes
d’action synergique ou antagoniste. D’un point de wpératoire, notons que cette démarche
peut s’averer particulierement laborieuse. Se ggsdéement la question de Il'utilisation d’'un
eémulsifiant destiné a solubiliser I'antioxydant,igfque dans les milieux hétérogenes comme
les émulsions, I'émulsifiant sert a solubilisesléstrat lipidique (et non I'antioxydant). Plus
fondamentale encore est la critique selon laquielitioxydant est présent en tres large exceés
(0.5-5 uM) par rapport au substrat oxydable (63,ndd)qui est irréaliste. En effet, ce test ne
mesure pas une activité antioxydante au sens glassiu terme, puisque selon la définition
communément acceptée, un antioxydant est « unéaswlesquien faible concentration par
rapport au substratinhibe ou prévient 'oxydation de ce derniettalliwell et Gutteridge,
1995) Malgré ces critiques, la méthode ORA@st I'une des plus utilisées actuellement, a la
fois (i) pour étudier la relation structure-activité de pases purs(ii) pour tester le pouvoir
antioxydant de différents extraits végétaux, etrefiii) pour analyser l'influence de certains
régimes alimentaires sur les propriétés antioxystadu plasma.
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3.2.2.3. Co-oxydation dg-carotene et de I'acide linoléique

Cette technique de spectrophotométrie dans l'utifalva initialement été développée par
Marco (1968)puis Iégérement modifiée pitiller (1971). Elle consiste & mesurer, & 470 nm,
la décoloration dg-caroténe résultant de son oxydation par les piode décomposition de
I'acide linoléique. La dispersion de I'acide linmjge et dys-carotene dans la phase aqueuse
est assurée par un émulsifiant de type Tween,dand I'oxydation de I'acide linoléique est
accélérée par la chaleur (50°C). L'addition d’axyiants purgVon Gadowet al.,1997)ou
sous forme d’extraits végéta(ioureet al.,2000 ; Koleveaet al.,2001)induit un retard de la
cinétique de décoloration df-carotene. Cette méthode est sensible, rapide neplesi
s’'agissant d’'une mesure spectrophotométrique dansidible. Elle présente également
'avantage de pouvoir étre couplée a la chromafddeasur couche mincgPratt et Miller,
1984) Apres séparation chromatographique d'un extratumel renfermant différents
antioxydants, un mélange @gecaroténe et d’acide linoléique est pulvérisé s plaque qui
est alors exposée plusieurs heures a la lumiéjewtwu aux UVs jusqu’a décoloration du
fond jaune. Les bandes ou la couleur jaune persistiquent la présence de substances
antioxydantes.

Cependant, I'oxydation induite par voie thermigust eon contrbélée, ce qui conduit bien
souvent & une variabilité des résultats. Pour eongr ce probleme, certains auteurs ont
remplacé la chaleur par des agents oxydants canttuisdes résultats plus reproductibles,
comme I'AAPH (Parejoet al., 2003) ou la lipoxygénase de so{&€haillou and Nazareno,
2006) Cette méthode est d’autre part sujette au pagesitie composés absorbants dans la
fenétre spectrale drcaroteneFrankel (1998t Deckeret al. (2005)ont également critiqué
I'utilisation d’acides gras libres (AGLs) qui neprésentent pas des modeéles lipidiques
réalistes. En effet, les AGLs formeraient des néseixtes avec les antioxydants, dont le
comportement vis-a-vis de l'oxydation est tres @#éht de celui de gouttelettes d’huile
naturelles. Enfin, l'interprétation des donnéesshigas aisée car Jecaroténe est lui-méme

un antioxydant, sensible a I'oxygéne de surcroit.

3.2.2.4. Chute de fluorescence de I'acide cis-parique

En 1987 Kuyperset al.ont montré I'intérét d’utiliser I'acideis-parinarique ¢-PnA) comme
sonde fluorescente pour évaluer le degré de peabydlipidiqgue en systeme membranaire.
Le c-PnA ou acide @is,114ransl34ransl5-<is(octadécatétraénoique) est un acide gras
polyinsaturé de la famille des-3 comportant quatre doubles liaisons conjuguEis 24).
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— XA — Me

Tétraéne conjugué : fluorescence

Fig. 24.Structure de I'acide cis-parinarique

Ce tétraéne conjugué confére atPnA de fortes propriétésde fluorescence(lexem :
324/413nm), ainsi qu’une sensibilité accrue aux attaqaescalaires par rapport a la plupart
des acides gras polyinsaturés et de leurs dérkegpers et al. (1987) ont utilisé une
longueur d’onde d’excitation de 324 et ont obseménaximum d’émission a 413 nm ce qui
est tres proche de la valeur reportée Qidar et al. (1975)de 410 nm. SeloKuyperset al.
(1987) le maximum d’émission dctPnA est indépendant de son environnement, bierdgue
légéres variationshfxem: 326/420nm) aient été trouvées pour dePnA en complexe avec
I'albumine du sérum humaifOsakaet al., 1997) Le point essentiel est que la fluorescence
du c-PnA est irréversiblement perdue lors de son oxgdatce qui a conduit au

développemerdenombreuxtestsutilisantce substrat.

Un des avantages duPnA est qu’il peut étre intégré par voie métahadicaux structures
membranaires de divers types cellulaires, pernmtettameéliorer la sensibilité de détection
des processus oxydatifs dans ces structures hauttenganisées. De ce fait,dPnA a, entre
autres, été utilisé pour mesurer la peroxydatipidijue dans les érythrocyt@gan den Berg
et al.,1988 ; Simoest al.,1992) les particules sub-mitochondrial@e Hinghet al., 1995)

le réticulum sarcoplasmiqu®inis et al.,1993) les macrophage®icGuireet al., 1997) les
cardiomyocytes(Steenbergeret al., 1997 ; Drummenet al., 1999) et certaines cellules
leucémiques humaindg®itov et al., 1996) Cette méthode a également été employée pour
mesurer la capacité de différentes substancestégarodes LDLgLaranjinhaet al.,1992)ou
des liposomes(Tsuchiya et al., 1994) marqués par de lacideis-parinarique. A titre
d’exemple,Osakaet al. (1997) ont déterminé I'aptitude de I'amphotéricine B anrer la
peroxydation dic-PnA en complexe avec I'albumine de sérum humaimoorporé dans des
liposomes, l'initiation de I'oxydation du complex@ant assurée par 'AAPH et celle du
systeme liposomial par le 2,2’-azobis(2,4-diméthidvonitrile) (AMVN). Laranjinhaet al.
(1994) ont, quant a eux, étudié en termes de relationctsire-activité, la capacité

antioxydante de différents composés phénoliquesealiaires vis-a-vis do-PnA incorporé
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dans des particules de LDLs et oxydé par de I'AABHtre autres avantages,dé’nA est
bio-mimétique et ne perturbe pas la bicouche liidi

Il présente de plus un trés large déplacement dek&' (~ 110 nm).En termes
d’'inconvénients)e c-PnA est sensible a l'air et est susceptible dprs#odimériser sous la
lumiére d’excitation, ce qui entraine une perteflderescence qui peut conduire a une
surestimation du degré d’oxydati@organet al.,1980 ; Haugland, 1996 ; Naguib, 1998)

En outre, lec-PnA absorbe dans le spectre ultraviolet a 320 femétre spectrale dans
laquelle de nombreux composés et, en particules, flavonoides absorbent également.
Concretement, les résultats peuvent étre faussi@snsolécule interférente absorbe tout ou
partie des photons d’excitation et/ou d’émissionfirg la longueur d’onde d’émission du
c-PnA (~ 413 nm) est proche de celle des lipofuscife 430-490 nm), ce qui peut
occasionner des interférences considérables. Egt, efh condition de stress oxydant,
I'apparition de fluorescence concomittante a lamfation de lipofuscines peut masquer la
chute de fluorescence dePnA.

3.2.2.5. Cytométrie de flux et fluorescéines lipdées

En partant du principe que la fluorimétrie permetsgulement d’étudier la peroxydation
lipidique sur une large population cellulaire, salner acces a I'échelle de la cellule,
Makrigiorgoset al. (1997)ont développé une méthode basée sur la cytonu#riaux. Pour
cela, la 5-(N-dodécanoyl)aminofluorescéine (C1lbiflurig. 25a) un dérivé lipophile de la
fluorescéine commercialement disponible, a été rpm@e au sein de membranes
d’érythrocytes. L'oxydation de laC11-fluor, induite par I'hydroperoxyde de cuméne,
s’accompagne d’une extinction graduelle de fluease. Dans ce testaitocophérol ou le
Trolox (son équivalent hydrophildsig. 10) inhibent clairement la peroxydation lipidique
lorsqu’ils sont incubés avec les cellulesmme en témoigne le ralentissement continu de la
cinétique d’extinction de fluorescence. Cepend#mtcondition sine qua nonepour une
application courante de cette méthode a la détead® |'oxydation de sous-populations
cellulaires spécifiques est que la sonde fluordscea soit pas échangeable d’'une cellule a
l'autre. En effet, si 'échange peut avoir lieu,ddférence de peroxydation entre les cellules
ne pourra pas étre détectée. Dans cette optidaelik et al. (1998)ont examiné et comparé

quatre fluorescéines lipophilisées: la C11-fluda 5-hexadécanoylaminofluorescéine

1 Différence en longueur d'onde (ou en fréquencefeeta position du pic du spectre
d’absorption et celle du pic du spectre d’émissleda méme transition électronique.

-77 -



Etude bibliographigue 3. Méthodes d’évaluation in vitro de la capacitdéiaxydante

(C16-fluor), la 5-octadécanoylaminofluorescéine g&Qluor) et la
dihexadécanoylglycérophosphoéthanolaminofluorescéjituor-DHPE) Fig. 25b). Parmi
elles, seule la fluor-DHPE s’est avérée étre umelsmon-échangeabl€ette méthodologie a
par la suite été appliquée a I'étude de l'efficaeinhtioxydante ded-tocophérol et des acides
ascorbigue et urique vis-a-vis des membranes aethgl d’érythrocytes marqués au C11-fluor
et oxydées par I'hydroperoxyde de cuméBbung et Benzie, 2000)es résultats indiquent
que l'a-tocophérol est I'antioxydant le plus efficace, snégalement que I'ascorbate stoppe la
propagation radicalaire en chaine qui, selon leteuas, procede probablement d’un

mécanisme de recyclage redox detbcophérol.

(a) Dérivés lipophiles de fluorescéine
n=10 (C11-fluor) ; n =14 (C16-fluor) ; n =16 (C18-fluor)

HO o 0 HO
90¢
COOH
‘ O HC—O—C—(CH,),CH,
I

I
HN—CO— (CH2)nCH3 HN—ﬁ— N—(CH'2)2—O—IT—O—CH2 0]

S 0]

(b) Dérivés phospholipidi ques
de fluorescéine

Fluor-DHPE
(0]

I
H,C—0—=C—(CH,),,CH,

Fig. 25.Structure chimique des dérivés lipophiles (aheispholipidiques (b) de la fluoresceéine.

En 2004 Amer et al. ont utilisé la fluor-DHPE pour marquer les memlaesil’'érythrocytes
de donneurs normaux et de patients thalassémiquedadie génétique liée a une déficience
de la synthése de I'hémoglobine). La mesure dué&edgxydation induit par pD, a été
réalisée par cytométrie de flux et a montré queckdhiles des patients thalassémiques y
étaient plus sensibles.

En termes d’avantages, la longueur d’onde d’exoitatle ces sondes (488 nm) semble
particulierement bien adaptée a la fois aux cdlatais également a une utilisation courante
en cytométrie de flux qui utilise généralement asel émettant a cette méme longueur
d’'onde. En outre, la fluor-DHPE mime relativemenierb les lipides membranaires.
Globalement, la méthode, en donnant acces a I%ckel la cellule individuelle ou de la
sous-population, est un outil certes colteux et ptexe a mettre en ceuvre, mais
particulierement précieux pour les chercheurs. thenconnaissance, le seul inconvénient que

I'on puisse relever est que cette méthode a étdogw uniquement sur des érythrocytes
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dans un nombre trés limité d'études. Il serait sitable a I'avenir de confirmer que la
fluor-DHPE est une sonde suffisamment sensible pice utilisée avec d'autres types

cellulaires.

3.2.2.6. Chute de fluorescence du BODIPY

Cette méthode fluorimétrique a été développéealritient en utilisant comme substrat
oxydable, l'acide 4,4-difluoro-5-(4-phényl-1,3-bdi@nyl)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene-3-
undécanoique (C11-BODIP¥®%) (Naguib, 1998 Cette sonde fluorescentEig. 26) au

sein de laquelle le motif BODIPY est connecté aaugement phényl par I'intermédiaire d’un
diene conjugué — qui agit comme un pont de résamaexhibe une fluorescence rouge,

caractérisée par une émission maximale dans la gaspsattrale de 591-595 nm.

C11-BODIPY %%

..................

.................

Diéne conjugué cible
de l'attaque radicalaire

Fig. 26.Structure chimique des sondes fluorescentes CIDHBY2Y*° et BODIPY°>67®

Le nombre de doubles liaisons conjuguées rend lustrat particulierement oxydable par les
peroxyradicaux. Il a été mesuré qu'en présenceedederniers, la vitesse de réaction du
C11-BODIPY*®%% gtait environ deux fois plus élevée que celle ligides polyinsaturés
L'oxydation du C11-BODIPY®*®! se traduit par I'extinction progressive du signal
fluorescent. Le principe de la méthode, telle gaeetbppée paNaguib (1998) consiste a
évaluer la capacité de molécules antioxydanteotéger le C11-BODIP¥**' de I'attaque
des peroxyradicaux générés par 'AMVN a une tenmpégaavoisinant les 40°C. La capacité
antioxydante se traduit alors par I'apparition @&yrhase de latence plus ou moins marquée
en fonction de la quantité d’antioxydants brisedeschaines. Pour celblaguib (1998)a
utilisé deux approches complémentaire§): soit le C11-BODIPY®¥**! est directement
solubilisé dans un milieu organique apolaire condtd’octane et de butyronitrile (9: 1, v :
v), (ii) soit cette sonde est incorporée dans des liposdmdwléoylphosphatidylcholine mis

en suspension aqueuse. Dans les deux cas, le Teolété utilisé comme molécule
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antioxydante de référence et l'information est air des données analytiques par
I'intermédiaire du calcul de I'aire sous la courbéini et al. (2001)ont par la suite adapté la
méthode a la détermination de l'oxydabilité des partiments aqueux et lipidiques du
plasma. Pour suivre ['oxydation dans ce dernier, 2¢2’-azobis(4-méthoxy-2,4-
diméthylvaléronitrile) (MeO-AMVN) et le C11-BODIP¥**! ont été utilisés, tandis que
pour le compartiment agueuwétendue de I'oxydation a été déterminée en uatiltd’ AAPH

et la 2’,7’-dichlorodihydrofluorescéine (cf. secatiprécédente).

L'un des avantages de la méthode est que l'oxydati® cette sonde par divers agents
oxydants, ainsi que la nature des produits obteeusles spectres de fluorescence
correspondants, sont relativement bien documegiitdsmmenet al., 2004) Ainsi, le diene
conjugué a été caractérisé comme étant la ciblevilggiée de [I'oxydation du
C11-BODIPY®®! De plus, cette méthodologie peut étre appliquée leateur de
microplaguegour une analyse a haut débit, mais égalementteméyrie de flux, permettant
ainsi d’avoir acceés a des sous-populations cetkgdBall and Vo, 2002) Concernant les
limitations de cette méthodelpanget al.(2002)ont montré que la sonde C11-BODf8Y?!
peut perdre 30% de sa fluorescence en absence dAMB&ci suggere que, de la méme
maniére que l'acideis-parinarique, le C11-BODIPY¥***! est photosensible a la longueur
d’'onde d’excitation. Ce résultat est troublant guss de nombreuses études ont montré que
cette sonde était photostable dans les conditiamalyse classique de fluorimétriaguib,
1998 ;Berettaet al.,2006).

Notons enfin que d’autres dérivés du BODIPY ontugiiésés. AinsiNaguib (2000) testé la
faisabilité de la méthode en remplacant le C11-BOOF > par le BODIPY®**"®(Fig. 26).
Entre autres avantages, le BODMY'® est plus facilement oxydable que le
C11-BODIPY®*%en raison de I'extension du systéme polyéniqueutp ce qui nécessite
moins d’AMVN. De plus, son déplacement de StocRésnm)est legerement plus grand que
celui duC11-BODIPY®¥®(10 nm), ce qui présente un avantage indéniahle pavailler

sur des fluorimeétres a filtres

3.2.3. Apparition de produits d’oxydation

A l'opposé de la stratégie de mesure basée suisprrition du substrat, celle reposant sur
I'apparition des produits d’'oxydation semble ademd’étude de tous types de systemes tels
que les systémes modéles, les aliments ou les ttdran biologiques extraits de leur

environnement. Ainsi, bien qu’il n’existe pas de rqueeurs universels, I'oxydation des
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systémes complexes généere une multitude de prodidteydation dont certains sont
détectables par des méthodes physico-chimiques,érglément spectrales et/ou
chromatographiques. Citons parmi eux, les hydropetes lipidiques, les dienes conjugués,
le malondialdéhyde, les composés volatils ainsi tgge lipofuscines. Enfin, une autre
approche de mesure consiste a mesurer les prodioitydation d’'une sonde spécifique
incorporée artificiellement dans un systeme vivamhmme c’'est le cas des sondes
fluorogéniques. Dans ce chapitre, nous nous prayodaborder les principales techniques

de dosages de ces produits.

3.2.3.1. Mesure des hydroperoxydes

L’'une des méthodes classique et normalisée pourtifjea les hydroperoxydes totaux et le
peroxyde d’hydrogéne correspond au titrage iodametLea, 1931) Il s’agit de la méthode
la plus ancienne et la plus communément utiliséer puivre I'oxydation d'un substrat
lipidique. En milieu acide, les hydroperoxyd@éaction 32 et les ROORgréaction 33
réagissent avec I'ion iodure, pour générer de €igdi est titré par une solution de thiosulfate

de sodium en présence d’empois d’amid@action 34).

ROOH+2H +2T—l,+ ROH + HO (32)
ROOR+2H+2T— |, +2 ROH (33
I + 2 SO — S0 + 2T (34

L’indice de peroxyde (IP) est alors défini commanétia quantité d’oxygene actif (exprimée
en mg) contenue dans 1 g de corps gras et sudeegtilxyder I'iodure de potassium avec
libération d’iode. L'IP atteindra un maximum durdatphase de propagation, puis diminuera
lors de la phase de terminaison pour laquelle laétijue de décomposition des
hydroperoxydes est plus importante que celle de flaunmation. Il faut souligner que cette
méthode présente cependant un certain nombre dinodients. Ainsi, I'IP est une mesure
exploitable uniqguement pour des échantillons dantdxydation n’a pas atteint un stade trop
avancé et dans des conditions de température auffient douces pour éviter la
décomposition des hydroperoxydes. De plus, I'exfosa la lumiére, I'absorption d’iode par
les acides gras insaturés et la formation d'iodeopgidation des ions iodures en présence de
I'oxygene de l'air interférent et peuvent condudreine sous- ou une surestimation selon les
cas(Frankel, 1998)D’autre part, si cette méthode est relativemanpke a mettre en ceuvre
en systeme anhydre de type « bulk oil », il entegt autrement des milieux émulsionnés,
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alimentaires ou biologiques, pour lesquels I'eavére rédhibitoire. Dans ces trois cas, il est
alors nécessaire de réaliser préalablement unecéwim quantitative, sélective et non
altérante des lipides, ce qui suppose un certaimbn® de précautions pour éviter tout stress
oxydatif. Pour les émulsions, deux stratégies smmisageables(i) briser 'émulsion par
augmentation de la force ionique ou par centrifiogabu (i) procéder a une extraction
liquide/liquide des lipides suivie d’'une éliminati@u solvant d’extraction par évaporation.
En termes d’inconvénients, I'extraction des lipides présence d’oxygene peut elle-méme
générer des hydroperoxydes, parfois méme en qéastipérieure a celles présentes
initialement. Il est de plus préférable d'extrailes lipides a froid par un mélange
méthanol/chloroforme, selon la méthode de Folclcgmisée pour les lipides des tissus
animaux. D’autre part, I'élimination du solvant aaute température entraine une
décomposition significative des peroxydes. La méthcouramment employée consiste a
utiliser une évaporation du solvant d’extractionspression réduite. Bien que ces difficultés
ne soient pas insurmontables, la mesure de I'lPs das émulsions, les aliments et les
échantillons biologiques est grandement freinéd aspect discontinu du processus et par les
interférences qu’elle implique. Pour toutes cesams, des méthodes alternatives ont été
développées. Parmi elles, citons les méthodesio@tiques au thiocyanatg€hapman et
Mackay, 1949 ; Mihaljeviet al., 1996)ou au xylénol orangglianget al., 1992 ; Eymard et
Genot, 2003)la mesure enzymatique par la glutathion peroxgidsath et Tappel, 197@&u

encore la spectroscopie infrarouge a transforméedeer(van der Vooret al.,1994).

3.2.3.2. Mesure spectrophotométrique des diénegumnres

En 1931 Gillam et al. ont démontré que les graisses naturelles déveleppain pic
d’absorption proche de 230-235 nm durant le stogkdgn fait, plus de 90 % des
hydroperoxydes formés par lipoperoxydation présgnien systeme diénique conjugué
résultant d’une stabilisation de I'état radicalgma réarrangement des doubles liaisons. Ces
composés relativement stables absorbent dans &repétraviolet (235 nm) et sont donc
quantifiables par spectrophotométrie d’absorptibrute substance contenant des acides gras
polyinsaturés peut servir de substrat oxydable poette méthode puisque les dienes
conjugués ne peuvent se former qu’a partir d’acgtes comportant au moins deux doubles
liaisons, comme I'acide linoléique.

Il serait illusoire de vouloir établir une liste,éme partielle, des études réalisées avec cette

méthode, aussi nous bornerons nous a quelques EsmEp1993 Pryoret al. ont évalué la
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capacité antioxydante de composés synthétiquestatats, en mesurant leur influence sur la
cinétique de formation des dienes conjugués forpa¥sl’'oxydation (AAPH) de micelles
d’acide linoléique en milieu aqueux. Entre autreandages, ces auteurs reportent que cette
stratégie de mesure est plus sensible que celéelzas la consommation d’oxyge@urnet

et Collin (2003)ont, quant a eux, étudié I'activité antioxydantefrdetions procyanidiques de
chocolat en mesurant la cinétique d’apparition désnes conjugués générés lors de
'oxydation induite par I'AAPH de micelles d'acidéinoléique. En outre, l'activité
antioxydante de baies, de fruits, de vins et deeligs a été comparée par cette méthode en
utilisant le linoléate de méthyle comme substirinonenet al., 1998) Enfin, la mesure des
diénes conjugués est tres fréquemment employée mpesurer I'oxydabilité des LDL#
vitro. A titre d’exemple,Gordoaet al. (2002) ont observé que I'apport @:3 diminuait la
susceptibilité oxydative des LDLs mesurée par i td’'apparition et la quantité totale de
diénes conjugués, en comparaison de I'appazt-6"2.

Bien que la méthode des diénes conjugués puissem@ployée pour mesurer la peroxydation
lipidique de maniére continue, elle souffre néammaiu fait que le pic d’absorption des
diénes conjugués apparait souvent comme un épautietiume large bande générée par les
lipides non oxydégDefrancescet al.,1980) Pour pallier ce manque de résolution, plusieurs
auteurs ont utilisé la dérivation seconde dansaligation d’huiles végétales, de lipides
alimentaires ou d’échantillons biologiquéSorongiu, 1983 ; 1994 ; Sergeet al., 1993)
D’autre part, la mesure directe des diénes congigaés les tissus ou les fluides biologiques
est bien souvent irréalisable puisque de nombreagttes substances absorbant dans cette
région spectrale sont présentes, comme les pretégmiques, la chlorophylle, les purines et
les pyrimidines. Les composés susceptibles d’iéterf doivent donc étre identifiés de
maniere a corriger autant que possible ce biaigreaxental. Par ailleurs, I'extraction des
lipides au moyen d’un solvant organique avant énalyse est une approche systématique qui
peut permettre de contourner ce probleme de pagasiEnfin, a lI'instar de la mesure de I'lP,

il importe que cette réaction d’oxydation n’ait @teint un stade avancé et que les conditions
opératoires soient suffisamment douces afin dedintéd décomposition des hydroperoxydes.
Malgré ces inconvénients, il apparait que la mestes dienes conjugués reste la
méthodologie la plus adaptée et la plus simple paraéder aux produits d’oxydation
lipidique primaire, pour peu que certaines précestiopératoires aient été prises et que les

données soient interprétées avec vigilance.

12 || est toutefois & noter que l'influence des3 sur I'oxydabilité des LDLs est loin d’étre
élucidée.
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3.2.3.3. Test a 'acide thiobarbiturique (TBA)

En 1944 Kohn et Liversedg€l944)ont observé que les tissus animaux incubés emiaém
se coloraient en présence d’acide 2-thiobarbiteriBA). Par la suiteBernheimet al.
(1947) ont associé cette coloration rouge a la formatiwum domplexe entre les produits
d’oxydation des acides gras insaturés et le TBA.1HB], Pattonet al. ont identifié le
malondialdéhyde (MDA) comme étant le principal téatavec le TBA. Plus précisément, ce
complexe coloré présentant un maximum d'absorbaac®32 nm résulterait de la
condensation de deux moles de TBA et d’'une moleM@ sous l'effet conjoint de la

température et de I'acidité du miliekig. 27).

HSYN\ OH " Hcl + chaleur SYN OH HO /N\r SH
m + 2 |\|| > N Il\l
O O = H H,O x> NG SN
OH OH OH
MDA TBA Adduit MDA/TBA (Amax = 532 nm)

Fig. 27.Formatiorduchromogénentrele malondialdéhydéVIDA) etl'acide 2-thiobarbiturique (TBA)

La valeur de TBA fut alors définie comme étant lzatité de MDA, exprimée en mg,
présente dans 1 kg d’échantillon. De nombreux saissbxydables ont été utilisés avec cette
méthode, notamment des acides gras libres, desshugbétales, du LDL, mais également des
fluides (urine, sérum), des cellules ou des tisgumaux. A titre d’exemplePoubelleet al.
(1982) au cours d'une étude réalisée sur du plasma c®ij@6 présumés sains agés de 19 a
90 ans, ont observé une corrélation positive hagmersignificative entre la concentration
plasmatique de MDA et I'dge des individus.

Ce test a cependant suscité de nombreuses critiques d’elles est que le TBA n'est pas
spécifigue du MDA qui, lui-méme, n'est pas exclesnent issu de I'oxydation des lipides.
En effet, le MDA peut apparaitre lors de l'intefantde HO avec la vitamine C ou avec le
désoxyglucose, tandis que le TBA peut réayiec d’autres aldéhydes, des produits de la
réaction de Maillard, des protéines, des prodwgtsiégradation des sucres, des acides aminés
et des acides nucléiqué¥anero, 1990 ; Frankel, 199&insi, a la notion initiale de dosage
spécifigue du MDA, s’est progressivement substitiz@aotion plus générale de substances
réactives a l'acide thiobarbiturique (TBARS). Entgtres inconvénients, le MDA ne se
formerait qu’a partir de chaines d'acides gras camapt au moins trois doubles liaisons
(comme les»-3) favorisant par conséquent l'attaque du perakged —C-OO sur la double
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liaison portée ey, par un mécanisme de cyclisation intefRg. 5) (Dahle, 1962)Ainsi, le
test au TBA ne s’adresse pas aux produits d’'oxgdates acides oléique et linoléique, qui ne
favorisent pas ce type de cyclisation interne,shiaii de ce fait certains résultats de maniére
considérable. A titre d’exemple il estrprenant de constater que les TBARs (substances
réactives a l'acide thiobarbituriqgue) sont souverasurées pour étudier I'influencead3
comme les acides eicosapentaénoique et docosabéxagndont I'oxydation produit du
MDA) sur l'oxydabilité des LDLs, par rapport a uggime riche en acides oléique et
linoléique (dont I'oxydation produit peu ou pas E®A). L'on s’apercoit ici de I'énorme
biais méthodologique puisque I'utilisation de catteonclura exagérément que les3
augmentent la susceptibilité oxydative des LDLsgueest loin d’étre établiBonanomeet

al., 1996 ; Brudeet al., 1997 ; Higdonet al., 2001 ; Gordoeet al., 2002) D’autre part, un
risque de sous estimation de la réponse peut piroden fait quin vivo le MDA est
susceptible de former des bases de Schiff linéamescycligues — voire des ponts de
réticulation — avec les résidus lysine et arginies protéines pour former des produits de
lipoxydation avancée (ALES). Notons enfin que le MBst absent dans beaucoup de lipides
oxydés et constitue fréequemment un produit d’oxgeasecondaire mineyfFrankel, 1998)

ce qui pose un probléeme de représentativité en usditd présumée de marqueur de
I'oxydation lipidique. Toutes ces limites ont coitd@au développement de techniques
alternatives plus spécifigues du MDA et qui repbsemtre autres, sur la purification
préalable du complexe TBA/MDA par chromatograpligitde haute performand€ombe,
1996)

3.2.3.4. Mesure des composés volatils par chromatphie

Parmi les différents composés volatils issus deytiation lipidique secondaire (ou de la
dégradation des hydroperoxydes lipidiques), cestaiont spécifiques de I'oxydation d’'une
famille particuliéere d’acides gras polyinsaturé® propanal est le principal marqueur de
'oxydation des acides gras de la famile3 tandis que I'nexanal et le pentanal signent
I'existence d’'une voie d’oxydation des acides giasla sériav-6. L’hexanal est le produit

terminal de l'oxydation lipidique le plus fréquemmiemesuré, puisque sa formation est
beaucoup plus importante que celle de la plupatadéres produits d’oxydation secondaire.
Cependant, mesurer I'étendue de I'oxydation avegesgent un ou deux marqueur(s) releve

d’'une approche cyclopéenne. La prise en compte ditge ensemble de composés devrait
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bY

étre une approche a privilégier, d’autant que lesgmes récents et la généralisation des
couplages CPG-SM facilitent grandement la tache.

Pour collecter les composés volatils marqueurs’aeydation, différentes approches sont
possibles, parmi lesquelles les métha@ed’extraction ou(ii) d’analyse d’espace de téte.

(i) Concernant les méthodes d’extraction citons laotion/distillation simultanée (EDS), au
cours de laquelle I'échantillon est distillé durghtisieurs heures. Le couplage EDS-CPG a
éte utilisé pour quantifier I'nexanal produit durde stockage de produits carrn@&sara-Ubol

et Bowers, 2001)L’EDS présente I'avantage d’extraire les compab@gerét en quantités
importantes puisque les volatils ont généralemem solubilité élevée dans les solvants
organiques. Cette méthode est cependant longuebetriduse et nécessite une étape
d’évaporation du solvant qui peut conduire a ungratfation substantielle des composés
fragiles.

(i) L'analyse d’espace de téte, quant a elle, peatrétlisée par les technigues d’'espace de
téte statique (SHS), dynamique (DHS) ou de micttoaekion en phase solide (SPME).
Concernant la SHS, I'échantillon est disposé damsflacon hermétiquement fermé. La
plupart des composeés volatils a la températureatyar quitte I'échantillon et passe dans
'espace de téte gazeux qui le surplombe. Lorstgopilibre est atteint, une aliquote de
I'espace de téte est collectée puis injectée en.@eGBnFrankelet al. (1989) cette méthode
couplée a la CPG est rapide (15 déterminationsipgcifique de I'hexanal et peut étre
employée pour mesurer la lipoperoxydation danségbantillons biologiques de type foie de
rat. La SHS a également été employée pour mesukdffet]l antioxydant du
butylhydroxytoluene sur I'oxydation de produits m@s (Wu et al., 1998) Les principaux
avantages de cette méthode sont, d’'une part, gasi@écessiter de solvant d’extraction et,
d’autre part, d’étre peu codlteuse, facile d'uttiiza et automatisable. Cependant, la SHS ne
permet de quantifier qu'une fraction des composéséedét. En effet, puisque I'équilibre
s'établit entre les volatils présents dans I'espiedéte et ceux restant dans I'échantillon, les
guantités de composés récupérés demeurent faddegi limite la technique en terme de
sensibilité. L’élévation de la température d’exti@e pourrait certes accroitre les quantités
recueillies, mais la température doit étre maingeleuplus bas possible afin de minimiser la
génération de nouveaux produits d’oxydation etéuaédgradation thermique des marqueurs
de I'oxydation.

A l'opposé de la SHS qui est fondée sur I'établisset d’'un équilibre de partage des volatils
entre I'échantillon et l'espace de téte, l'espace téte dynamique (DHS) empéche

I'établissement de cet état d’équilibre. Ainsi,[BHS, I'échantillon est continuellement purgé
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par un gaz inerte qui extrait les composés voldtieffluent gazeux passe ensuite au travers
d'un piege constitué d'un polymére poreux, lequalent les analytes volatils. Parmi les
pieges disponibles, le Terfgcapable d’adsorber un grand nombre de moléadst le plus
employé. Puisque les volatils sont constammentu®sapuis piégés, leur quantité injectée en
CPG est importante. Plusieurs études ont démoefficdcité du couplage DHS-CPG pour
évaluer le statut oxydatif de différentes vianf(f&isahidiet al., 1987 ; St. Angelet al.,1990 ;

Lai et al., 1995) Malgré sa sensibilité, la méthode DHS souffrefaiti que le profil de
concentration des composés volatils peut variefoantion de la disponibilité de I'oxygéne
dans le flacon. D’autre part, l'instrumentation eximplexe, multipliant par voie de
conséguence les sources d’erreurs. De surcrditH& requiert environ 15 min de plus par
échantillon que la SH8Varshall et Wampler, 1990)

La SPME est une méthode d’extraction gaz-solides ssoivant, utilisant les propriétés
adsorbantes d'une garniture polymérique déposéeatarieur d’'une fibre que I'on met en
contact avec lI'espace de téte. Cette méthode caenpais étapesHg. 28 : (i) la phase
d’équilibre dans laquelle les composés volatils remgj de I'échantillon a I'espace de téte
jusqu’a atteindre I'equilibre(ji) la phase d’adsorption, qui consiste en un égeild® partage
des composés volatils entre la fibre et I'espacetée et (iii) la phase de désorption
thermique, au cours de laquelle la fibre est intteddans un injecteur CPG. Les analytes
sont alors rapidement désorbés pour pénétrer darddnne.

De nombreuses études ont utilisé la SPME-Qbsar évaluer I'oxydation lipidique en
présence ou en absence d’antioxydants dans desitsradirnés(Brunton et al., 2000 ;
Doleschallet al., 2002 ; Goodridget al.,2003 ; Beltraret al., 2004)ou dans des émulsions
d’huiles végétalegAlmajano et Gordon, 2004)
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ftq— Fibre + Détecteur

_ . Injecteur
garniture polymere

Espace de téte —

Echantillon —

v

—

A\ J A\ J
Y Y

(i) Equilibre (ii) Adsorption
H_J
(iii) Désorption

Fig. 28.Procédé de micro-extraction en phase solide.

La SPME est résolument une méthode d’avenir, dffarfanalyste une grande facilité
d'utilisation, d’autant plus qu’il est possible dtamatiser I'extraction. En revanche,
I'inconvénient majeur est lié a la détérioratiopide de la fibre, ce qui nécessite des études
de répétabilité a long terme. Notons que ces fismd rarement utilisables au-dela de 50
extractions et qu’elles peuvent générer des pohgtpar des alkylcyclosiloxanes (détectables
en spectrométrie de masse par les ions de 73,T47et/z)(Laguerreet al.,2007)

En conclusion, chaque méthode d’extraction possedepropres limites, bien que la SPME

gagne en popularité en raison de sa facilité d@satiion.

3.2.3.5. Mesure des lipofuscines

La peroxydation lipidique est connue pour généexr aldéhydes hautement réactifs tels que
le 4-hydroxy-2-nonenal et le MDA, qui peuvent parslite réagir avec des amines primaires
pour former des produits fluorescents. Un tel pseas biochimique est probablement
impliqué dans la formation de la lipofuscine et gagnents céroides durant le vieillissement
(Tirmensteinet al, 1998) Comme nous l'avons préalablement exposeé, les mistnas
chimiques a l'ceuvre dans la formation de ces ptedfluorescents sont complexes et
I'identité des produits reste a établir. Du faitldesimilarité entre les propriétés spectrales des
bases de Schiff conjuguées comme le 1-amino-3-ipnopene Xex: 370-400ker, : 450-470
nm) et celles des lipofuscings{: 340-390ken : 430-490 nm)Chio et Tappel (1969 a, lont
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suggéré que les fluorophores caractéristiques dillissement étaient principalement
composés d’amino-3-iminopropéne formé par réaaiune le MDA et les amines primaires
des protéines et des phospholipides. CependantmedmmreportenVamadaet al. (2001) les
efforts expérimentaux ultérieurs pour détecteramaposes n'ont pas permis de valider cette
hypothése. De maniere alternatiékugawaet al. (1984 b)proposerent, pour leur part, que
le MDA pouvait réagir avec des amines pour proddada dihydropyridine. En paralléle de
ces hypotheses, il a été montré que certains éfm@nas(Hidalgo et Zamora, 1993insi
que le 4-hydroxy-2-nonéndltakura et al., 1998) pouvaient réagir avec des amines pour
former des dérivés pyrroles fluorescents.

Toutefois, si la nature chimique de ces pigmengterencore a définir, les plages spectrales
d’excitation et d’émission sont quant a elles peefaent établies. Ainsi, de nombreux auteurs
sont parvenus a utiliser la formation de produitsorescents comme indicateur de la
peroxydation lipidique d’échantillons biologiques(Dillard et Tappel, 1973 ; Bose et
Chatterjee, 1993 ; Shimasadkial., 1988 ;Shimasaki, 1994 ; Beppat al.,1987 ; Ohyashiket

al., 1991).Cependant, comme le soulignéritmensteinet al. (1998) ces tests ne sont pas
réalisésin situ et nécessitent de ce fait un échantillonnage dérable, ce qui peut s’avérer
laborieux. En effet, les échantillons sont soitra&ixs avec des solvants organiques soit
dissouts dans du dodécyl sulfate de sodium avaitedanalysés en fluorimétrie. A notre
connaissance, on doitTarmensteinet al. (1998)d’avoir adapté ce principe de mesure a la

lecture en microplaque de 96 puits.

3.2.3.6. Mesure des produits d’oxydation de soncdetulaires fluorogéniques

Une molécule fluorogénique est un dérivé de flubowp. Par le biais de modifications
oxydatives, la molécule fluorogénique recouvre pespriétés fluorescentes du fluorophore
dont elle dérive. Ces sondes exogenes sont paegoest extensivement utilisées pour
détecter un stress oxydant au niveau cellulairensDaette partie, quatre molécules
fluorogéniques seront brievement présenté@s la 2’,7'-dichlorodihydrofluorescéine et la
(i) dihydrorhdamine 123, a spécificité cytosoliq(i@, la dihydrofluorescéine, a spécificité

mitochondriale, et enfigiii) le dihydroéthidium, a spécificité nucléaire.
(i) Les esters éthyliqgues de 2’,7’-dihydrochloroflismé@ne sont perméables et diffusent plus

facilement a lintérieur des cellules que la molécoon estérifiégNegre-Salvayreet al.,

2002) Une fois internalisée, la fonction ester est biydrée par des estérases intracellulaires
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(Sanchez Ferrest al., 1990) pour générer la 2,7-dihydrodichlorofluorescéing, wp former
un composeé fluorescent, la 2,7-dichlorofluorescéifig. 29 aprés oxydation par les EROs

ou ERNSs intracellulaires.

2',7'-Dichloro fluorescéine
(Aex : 500/Aer, - 525 nm)

2',7’-Dichlorodihydrofluorescéine

OH

cl Oxydation
- 2H

v

Fig. 29.0xydation de la 2’,7'-dichlorodihydrofluorescéiar 2’,7’-dichlorofluorescéine.

La fluorescence résultant@ef: 500Aem: 525 nm) peut étre observée par microscopie a
fluorescencdGreeneet al., 2000 ; Gorlactet al.,2000) ou mesurée par spectrofluorimétrie
(Royall et Ischiropoulos, 1993 ; Hyslop et Skle®84 ; Carteet al.,1994)ou par cytométrie
de flux (Hempelet al., 1999 ; Vowellset al., 1995) Le choix de la technique dépend
généralement du type cellulaire. En effet, la cyéboma de flux est largement utilisée pour les
cellules en suspension, tandis que la microscapia spectrofluorimétrie sont plus indiquées
pour les cellules adhérentes. Concernant I'oxydatidle peut étre soit naturelle, auquel cas
les durées d’analyses seront trés longues en éonau métabolisme cellulaire, soit
artificiellement accélérée par I'addition d®&,, d’antimycine (inhibition du complexe lIl) ou
encore de LDLs préalablement oxydBegre-Salvayret al.,2002) Notons également que la
méthode spectrofluorimétrique est adaptée a la meesu haut débit en lecteur de
microplagues. En termes d’inconvénientggre-Salvayreet al. (2002) ont reporté la fuite
possible de la 2',7’-dihydrochlorofluorescéine hdesla cellule viable. Par ailleurs, certains
auteurs ont montré que cette sonde n’était pasfepecd’'une espeéce oxydante particuliere.
Ainsi, d'apreslschiropouloset al. (1999) les espéeces H,O,, ONOO et HOCI sont toutes
susceptibles d’oxyder la 2,7-dihydrochlorofluoreseé Posselet al. (1997) ont observé,
quant a eux, en milieu acellulaire et sur primdwmaél de microglie, une sensibilité¢ a
I'oxydation par le peroxynitrite plus élevée quéleebtenue avec ¥D,, NO', et Q. Par la
suite,Glebska et Koppenol (2008} récemmenivVardman (2007pnt réfuté cette spécificité
allant méme jusqu’a rejeter I'existence d’une iatdion directe entre le peroxynitrite et la
2',7’-dihydrochlorofluorescéine. Selon ces auteliegparition de fluorescence induite par le
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peroxynitrite impliquerait plutdt une médiation pses produits de dégradation de nature
radicalaire comme HONGO; et CQ™ (radical carbonate).

(i) La dihydrorhodamine 123 est un dérivé non flueasade la rhodamine 123 utilisé
comme sonde fluorogénique spécifigue des espécgdantes cytosoliquegDiaz et al.,
2003) Une fois internalisée dans le cytoplasme, la dlibshodamine 123 est oxydée par les
EROs en rhodamine 123\c: 500hem: 536 nm) qui, grace a sa charge positive (G4)\
pénetre a l'intérieur de I'environnement mitochaaldnégatif (-180 mV) dans lequel la sonde

est par la suite séquestrégg( 30).

Rhodamine 123

Dihydrorhodamine 123 (Aex: 500/Aer = 536 Nm)
+
HoN o NH, H,N 0 NH,
g O Oxydation O AN O
H »

! COOMe ! COOMe

Fig. 30.Oxydation de la dihydrorhodamine 123 en rhodanzi&

Par conséquent, la dihydrorhodamine 123 est undesqni détecte les especes oxydantes
cytosoliques et non pas mitochondriales. Par agdlde fait que I'oxydation (dans le cytosol)
et la détection (dans la mitochondrie) de ces soraient lieu dans des compartiments
différents représente une limite a son utilisatpmur localiser les espéces oxydantes par
microscopie a fluorescence. Enfin, a linstar de 2&’-dihydrochlorofluorescéine, la
spécificité de la dihydrorhodamine 123 reste a létaBelon Emauset al. (1986) la
dihydrorhodamine 123 ne détecterait pasT,Onais plutdt le peroxyde d’hydrogéne produit
par la cellule

(i) La dihydrofluorescéine est un dérivé non fluorescete la fluorescéine
(Aex: 490Mhem : 515 nm) utilisé comme sonde fluorogénique spipoif des especes oxydantes
mitochondrialegThomas, 1986 ; Hockberget al.,1999) Diaz et al. (2003)ont par la suite
confirmé cette spécificité mitochondriale en montrpar microscopie a fluorescence que la
dihydrofluorescéine était majoritairement oxydéer pas especes réactives strictement
localisées dans la matrice mitochondriale. L'ugifisn de cette sonde en complément d’'une

sonde a spécificité cytosolique, structurellemeanthe de la 2,7’ -dihydrochlorofluorescéine,
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a également montré que la vitamine E piégeait pafiellement les especes oxydantes
cytosoliques plutét que mitochondrial@@iaz et al., 2003) Ce résultat suggere donc que la
vitamine E n’est pas capable de diffuser a traleedouble membrane mitochondriale, ce qui
est peut étre a rapprocher de leur constitutiotiqodierement riche en cardiolipine, mais

également de I'environnement mitochondrial nédati®0 mV).

(iv) Le dihydroéthidium est un dérivé non fluorescent’éidium, ce dernier exercant une
fluorescence bleue dans le cytoplasig:(518Aer : 605 Nnm). Une fois oxydée en éthidium
par les EROs, la sonde présente la particularitgeder a ’ADN, ce qui a pour conséquence
de colorer le compartiment nucléaire d'une fluoeese rougeNeégre-Salvayret al. (2002)
reportent que cette fluorescence rouge est inchaieau moins deux parametref): le
processus d’oxydation qui permet de convertir laydioéthidium en éthidium eii)
I'intercalation subséquente de I'éthidium au seé IADN nucléaire, ce qui exacerbe la
fluorescence. Cette exacerbation de la fluorescpacke mécanisme d’intercalation nucléaire
augmente grandement la sensibilité de la méthodegetere qui plus est, que la fluorescence
apparente n’est pas uniqguement le reflet de I'otigdadu dihydroéthidium. Ce risque
d’artefact peut cependant étre significativementidiié en utilisant de faibles concentrations
de dihydroéthidium.
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Matériels et méthodes 1. Produits chimigues

1. PRODUITS CHIMIQUES

L’huile de tung (masse moléculaire moyenne : 872f)/extraite de graines Aleurites fordii

a été achetée chez Aldrich (Réf. 44037). La satutie tampon phosphate (pH 7,2 ; absence
de bactéricide), le bis-benzimide (réactif de Ha¢@8258), 'ADN de sperme de saumon,
'EDTA (0,5 M), le Triton X-100, le polyoxyéthylef23)lauryléther (Brij 35, masse
moléculaire estimée : 1198 g/mol), le catalyseurbartite IR 120 H, la lipase d€andida
antarcticaB, le butanol, I'octanol, le dodécanol, I'hexadédate tampon Tris-HCI 1 M (pH
8), la phénolphtaléine, le tamis moléculaire, l&péchine, la catéchine, la quercétine, les
acides 5-caféoylquinique, rosmarinique, galliqguaféimue et férulique, le sel disodique de
fluorescéine, la 2’,7’-dichlorodihydrofluorescéidecétate, le 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl
ont été achetés chez Sigma (Saint Quentin, Frabce).le 3, le y- et les-tocophérol ont été
achetés chez VWR (VWR International SAS, FonteraysBois, France). L'oleuropéine et
la lutéoline-7©-glucoside (99 % de pureté) ont été obtenues chémdynthese (Genay,
France). Tous les solvants utilisés sont de qualPeC ou analytique et proviennent de
Sigma (Saint quentin, France). Le Trolox a été schlkez Acros Organic (Geel, Belgique) et
le 2,2’-azobis(2-amidinopropane) dihydrochlohyded@APH) chez Wako Chemical (Neuss,
Allemagne). Le Dubelco’s modified Eagle’s mediumMBM), le sérum de veau fcetal
complet, la solution de tampon phosphate stéalgentamicine et 'amphotéricine B ont été

achetés chez Invitrogen (Cergy Pontoise, France).
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2. MESURE DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE DE COMPOSES Purs OU
D'EXTRAITS VEGETAUX

2.1. PREPARATION DES EXTRAITS DE FEUILLES D'OLIVIER

Les feuilles jeunes et agees (~ 1 et 3 ans, ragpewnt) ont été collectées sur des oliviers
(Olea europepde variété Picholine durant une journée au Doadml'Olivie (Combaillaud,
France) en juin 2007. Apres collecte, les deux syge feuilles ont été congelés dans I'azote
liquide et lyophilisés sous vide (£0Atm) durant 24 h dans un cryodessicateur (Alphg 1-
Fischer Bioblock Scientific, Marseille, France).sLieuilles lyophilisées sont ensuite broyées
puis tamisées a 1 mm. Afin d’éliminer les lipidemutres, ~ 3,5 g de poudre préalablement
obtenue, sont soumis a une extraction solide-lgjuad’hexane réalisée au moyen d’un
extracteur automatique de modéle ASE 200 (accekrablvent extraction, Dionex SA,
Voisins Le Bretonneux, France) combinant I'actianld pression et de la température. La
fraction insoluble est ensuite soumise a des didrex en cascade au dichlorométhane, a

'acétate d’éthyle puis au méthanéid. 31) dans le méme appareillage.

Feuilles d’olivier

[ ' l

Feuilles jeunes (3,5 g) Feuilles agées (3,5 )
Lyophilisation Lyophilisation
Délipidation Délipidation

| !

Extraction CH,Cl, ‘l r Extraction CH,Cl,

l Extraits CH,CI, l
Extraction AcOEt —l l— Extraction AcOEt
l Extraits ACOEt l
Extraction MeOH l l Extraction MeOH

Extraits MeOH

Fig. 31. Schéma des extractions en cascade des feuillégiefoLes volumes des solvants
d’extraction utilisés sont de 250 mL. g, : dichlorométhane ; AcOEt : acétate d’'éthyle ;
MeOH : méthanol.
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Par la suite, chague phase organique est élimiagévaporation sous vide au moyen d’un
évaporateur rotatif puis passage sous un flux aahstazote. Les extraits obtenus (dont les
masses varient de 120 a 1033 mg selon le solvant)agors stockés a 4°C dans des flacons

ambreés (filtre UV) jusqu’a leur utilisation.

2.2. CARACTERISATION DES EXTRAITS DE FEUILLES D'OLI VIER PAR HPLC/MS-

ESI

Les extraits de feuilles d'olivier sont préalableméissous dans du méthanol & 4 mg/mL.
Puis, 20 pL de ces solutions sont injectés dansappareillage HPLC couplé a un
spectrometre de masse. L'équipement employé estittah d’'une chaine HPLC (Thermo
Fisher, San José CA, USA) couplée a un spectrordetmasse (Thermo Fisher Serie LCQ,
San José CA, USA). La chaine HPLC est équipée ddonele, d’'un passeur automatique et
d’'un détecteur a barrette de diode (photodiodectmtarray, PDA) qui permet d’enregistrer
le signal a des longueurs d’onde fixes (327, 28@%t nm), mais également en mode
balayage entre 200 et 700 nm. La séparation depas#n est réalisée sur une colonne ACE
C18 (5um, 250 x 4,6 mm, Houilles, France) en utilisant omnsolvant A un mélange
eau/acide formique (99,9 : 0,1 ; v/v) et comme aol\vB un mélange acétonitrile/eau/acide
formique (80: 19,9: 0,1; v/viv). Le débit d'icfgon est de 0,3 mL/min. Le gradient
d’élution utilisé pour la séparation chromatograppiei de composés phénoliques d’extraits de
feuilles d'olivier est le suivant : 0 min, 97 % Ae 50 min, 65 % de A ; 5 min, 50 % de A ;
5 min, 20 % de A ; 10 min, 0 % de A ; 10 min, 9t&oA.

L’analyseur de masse utilisé est equipé d'une tragijons quadripble et d’'une source
d’ionisation externe opérant a pression atmosptérnqunie d’'un systeme d’injection intégré
(Thermo Finnigan Serie LCQ, San José CA, USA). diasition des données est effectuée en
mode balayage (mode SM), mais également en fragmeetiion parent (mode Sf)l Les
conditions d’analyse sont paramétrées comme suiburant d’ionisation: 4,54 kV ;
température du capillaire : 250°C ; débit d’azo2@ (unités arbitraires) ; énergie de collision

employée pour I'acquisition en mode $\80-35 %.
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2.3. CARACTERISATION DE L'HUILE DE TUNG
2.3.1. Préparation des esters méthyliques d’huileectung

La détermination en acides gras de l'huile de test) obtenue par transformation de
'ensemble des acides gras en esters méthyliquedeétivation consiste en une méthanolyse
basique suivie d’'une estérification acide selondeme AFNOR NF T60-203.

Pour cela, une solution de méthylate de sodiunpegtarée en mélangeant 62 mL d’'une
solution méthanolique de méthylate de sodium (0)5940 mL de méthanol et une goutte de
phénolphtaléine pure. Une solution de méthanolrblgtirique est, quant a elle, préparée en
mélangeant 50 mL de chlorure d’acétyle avec 625dmlméthanol. A I'aide d’une pipette
Pasteur, I'huile de tung (20 a 30 mg) est intragluians un ballon de 50 mL et 3 mL de la
solution de méthylate de sodium sont alors ajoutée canne de saponification est placée
au-dessus du ballon et le mélange est chauffélax réd5°C) en présence de pierre ponce
durant 10 min. Par la suite, 3 mL de la solutionméthanol chlorhydrique sont ajoutés par le
haut de la canne de saponification jusqu’a déctorale la phénolphtaléine. Le mélange est
de nouveau chauffé a reflux durant 10 min a la méamgérature. Apres refroidissement du
milieu réactionnel a température ambiante, 10 méad’ distillée et 6 mL d’hexane sont
ajoutés dans le ballon. Aprés agitation manuetiemilieu est laissé au repos 5 min et
guelques mL de la phase supérieure contenant tess améthyliques sont prélevés. Cette
phase organique est séchée par ajout d8®laanhydre, puis filtrée (millipore 0,45 pum) pour
étre analysée en chromatographie en phase gazeR€x).(La CPG utilisée (Agilent série
6890, Sigma-Aldrich) est équipée d'une colonne I@m@ Supelcowax 10 (SGE,
Courtaboeuf, France) de 30 m de longueur, 0,32 nemdidmeétre interne et 0,25 pm
d’épaisseur de film, d'un détecteur a ionisation ftlenme (FID) et d'un intégrateur
enregistreur Merck D 2000. L’'analyse chromatogrgpeiest effectuée comme suit: 1 uL de
I'échantillon en solution hexanique est injecténeode division (rapport de fuite 1/100). Les
températures de l'injecteur et du détecteur sapaetivement de 250 et 270°C. Le débit du
gaz vecteur (Hélium) est de 2 mL/min. Enfin, ledieat de température du four est réalisé
comme suit : palier de 2 min a 185°C, montée erpé&ature (4°C/min) de 185 a 225°C,
palier final de 3 min a 225°C.

2.3.2. Caractérisation des triacylglycérols de I'hile de tung par HPLC

Le profil triglycéridiqgue de l'huile de tung est tdéminé par chromatographie en phase
liquide haute performance (HPLC). La chaine HPL8efmo Fisher, France) comporte une

-97 -



Matériels et méthodes 2. Mesure de la capacité antioxydante de composeésou d’extraits végétaux

pompe (modele Spectra System P1000xR), un pas&échadtillon automatique (modéle
Spectra System AS 1000) et un détecteur a diffugmtumiere (DDL, modele ALLTECH,
500 ELSD). Deux colonnes octadécyl C18 de type @3HROSPHER 5 ODS 2 (5 um, 250
X 4,6 mm ; Interchim) maintenues a 30°C sont easuiilisées pour la séparation. Le débit
dans les colonnes est de 1 mL/min, la pressioroddré de 1300 psi et la boucle d’injection
d'une capacité de 100 pL ; le solvant d’élution, egtant a lui, composé d'un mélange
acétonitrile/acétone (50 : 50, v/v, solvant A) etathloroforme (solvant B). L’élution est mise
en ceuvre avec un gradient linéaire comme suit i) #0 % de A ; 60 min, 80 % de A
(palier 80 min) ; 95 min, 100 % de A (palier 110njniLa détection au DDL est effectuée a
30°C sous une pression de 44,2 psi.

2.3.3. Caractérisation de la régiodistribution de’huile de tung

L’étude de la régiodistribution de I'huile de tumgt réalisée conformément a la norme
AFNOR T60-241. 100 mg dhuile de tung sont intradudans un tube a hémolyse et
meélangés avec 2 mL d’une solution tampon (Tris-HOUY, pH 8), 0,5 mL d’une solution de
cholate de sodium (1 g/L), et 0,2 mL d’'une solutenchlorure de calcium (220 g/L). L'ajout
de 20 mg de lipase pancréatique de porc (hydrolysartriacylglycérols en positiorsn-1et
sn-3 est immédiatement suivi d'une agitation manudliemilieu réactionnel durant 3 min
dans un bain-marie chauffé a 40°C. La réactioreestiite stoppée par ajout de 1 mL d’'une
solution d’acide chlorhydrique (6 M). La phase dipgiue est extraite par 1 mL d'éther
diéthyliqgue. Aprés centrifugation (3000 g, 10 m20°C, centrifugeuse Sigma, Fischer
Bioblock Scientific, Marseille, France), la phaseganique est prélevée puis déposée
automatiqguement (300 pL) sur un plaque de siligpamative (Merck, 10 cnmx 20 cm X
0,25 mm). La phase mobile utilisée lors de la migra est constituée d’hexane/éther
diéthyligue/acide acétique (50 : 50 : 1, v/v/v)slmonoacylglycérols (MAGS) présentant un
rapport frontal de 0,15 sont grattés puis transésrien esters méthyliques directement a partir
de la silice grattée afin d'étre injectés en chrmgeaphie en phase gazeuse (cf. section
2.3.1).

Cette méthode permet de déterminer la compositioA@s de la position interne des TAGs.
La composition en AG totaux des TAGs étant connigs, pourcentages des AGs
correspondant a la moyenne des 2 positions extgueasent étre calculés a partir de

I équation 1comme suit :
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Ag =—— (Eq 1)

avec A, A et A, correspondant respectivement aux % molaires d&s &n position externe,

interne et totale.

2.3.4. Analyses des tocophérols endogenes de I'budle tung

La quantification des tocophérols endogénes del¢hde tung est effectuée selon la norme
AFNOR 9936, par la technique d'HPLC en phase naemeduplée a une détection
fluorimétrique fex: 290 NMiey,: 330 nm). L'appareillage HPLC se compose d'unepe
(modéle Spectra System P1000xR), d'un injecteuoraatique (modele Spectra System
AS1000) et d’'un détecteur a fluorescence (modekcttp System FL3000). La colonne de
silice employée est de type Hypersil Silica (Si;@® um ; 250 x 4,6 mm) et maintenue a
30°C. La phase éluante est composée d’'un mélamgxahie et de dioxane de qualité HPLC
(97 : 3; viv). Le débit de la colonne est de 1 mik/ avec une pression de 350 psi. La
guantification et I'identification des tocophéraisnt réalisées a partir de composés standards

d’a-, B-, y- etd-tocophérols (VWR International SAS, Fontenay sBois, France).

2.3.5. Préparation de I'huile de tung purifiée

Les composés polaires de I'huile de tung (comprelegfitocophérol) sont retirés en passant
25 mL d’une solution hexanique d’huile de tung (@@dmL), suivi de 25 mL d’hexane pur a
travers une colonne d’alumine préparée comme 2Bt g d’alumine dans I'hexane sont
introduits dans une colonne en verre et I'exceextine est éliminé jusqu'a affleurement.
Apres retrait complet des tocophérols, I'hexaneégsiporé sous vide (-2,9 psi) a 35°C dans
un évaporateur rotatif équipé d’'une pompe a vigddrport, KNF euberger GmbH, Freiburg,
Allemagne). Il faut préciser que toutes les mardpohs doivent étre réalisées autant que
possible a I'abri de la lumiere. Enfin, I'huile tieng purifiée est aliquotée dans des tubes en
verre ambré, puis inertée sous flux d'azote et ksteca -18°C jusqu’'a son emploi.
L'utilisation d’aliquotes jetables d’huile de tur(ge., 15 aliquotes pour 15 microplaques)
permet d’éviter les retraits successifs d’'un ménsbasgtillon et minimise de ce fait

I'apparition d’éventuelles oxydations.
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2.4. PROTOCOLE DU TEST DES TRIENES CONJUGUES

() la capacité antioxydante de composés phénoliquesqu d’extraits de feuilles d’olivier
est mesurée en appliquant la procédure CAT (cotgdgautoxidizable triene). Les solutions
antioxydantes sont préparées comme suit: une i@olunéthanolique de composés
phénoliques purs, d’extraits de feuilles d'olivear de Trolox (antioxydant de référence) est
préparée a la concentration désirée. Differentarnaes de ces solutions méthanoliques (25,
50, 75 et 100 pL) sont, par la suite, ajoutés & 2dl. de solution de tampon phosphate,
pH 7,2, puis complétés avec du méthanol (respantm 75, 50, 25 et OuLFi(g. 32. Toutes

les solutions de tampon d’antioxydants ou de Tralat préparées extemporanément.

Antioxydant
l 25 uL 50 pL 75 uL 100 pL
+ 75 L de + 50 pL de + 25 L de +0 L de
méthanol pur méthanol pur méthanol pur méthanol pur

v v v v
«—>r. 1 B B
méthanol

Solution mére méthanolique
d’antioxydant

K 25 mL PBS /
e

Solutions de tampon d’antioxydants ou de Trolox

Fig. 32.Schéma de préparation des solutions d’antioxydiaris le tampon phosphate.

50 uL de ces solution sont dispensés au moyen @ipette multicanaux dans chacun des
96 puits d’'une microplaque de type UV-Star (Greinerickenhausen, Allemagne), cette
derniere étant parfaitement adaptée a la mesutesatbance dans le domaine ultraviolet
(absorbance a 273 nm = 0,03). La microplaque estienpréchauffée a 37°C sous agitation
orbitale a 1200 rpm dans un agitateur thermostiMT Grant Instruments Ltd, Shepreth,
Angleterre) pendant 5 min.
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(i) 25 mL de solution de tampon phosphate (pH 7,2)er@mt 34 UM de Brij 35 (émulsifiant
non ionique, masse moléculaire estimée : 1198 ¢/swit ajoutés a 5 mg d’huile de tung
dans un tube ambré, puis pré-agités par l'interaiggid’'un agitateur type vortex pendant
10 sec. Immédiatement apres, ce mélange est hokiegétans un homogénéisateur de type
Ultra Turrax (Janke & Kunkel, Staufen, Allemagnek@viron 2400 rpm pendant 90 sec.
Chaque puits est ensuite complété avec 100 uL tle émulsion d’huile de tung dans la
solution de tampon phosphate. Afin d’améliorer @péatabilité, la microplaque est
immédiatement préchauffée et agitée, a I'abri deutaiére, dans un agitateur thermostatée
(PHMT Grant Instruments Ltd) a 37°C pendant 1 nmiem{ps nécessaire pour préparer la
solution d’AAPH) a 1200 rpm.

(iii) 50 pL d'une solution fraichement préparée d’AAPiselution tampon (4 mM) sont
ajoutés. Finalement, chaque puits contient 200 julb dnilieu final comprenant 115 uM
d’huile de tung purifiée, 17 uM de Brij 35, 1 mMARPH et des concentrations croissantes
d’antioxydants (0-2 uM) en solution de tampon plmase. L'évolution de I'absorbance a
273 nm est immédiatement enregistrée a l'aide tBateur de microplaque Saffire 2 (Tecan,
Groedig, Autriche) équipé d'un logiciel Magellaned mesures sont réalisées chaque min
pendant 5 h a 37 = 0,1°C avec 5 sec d'agitatiomtachaque mesure. Des analyses

indépendantes utilisant des lots différents d’hdégung ont été realisées.

Par la suite, le signal brut d’absorbance est toam®& en absorbance relative grace a

I équation 2suivante:
Absorbance relative =/ (Eq. 2

ou A et Agsont respectivement les absorbances lues au tes@as min. Il est & noter que, si
la mesure n'est pas assez rapide apres additida st@ution d’AAPH, I'absorbance initiale
(Ag) obtenue en l'absence d'antioxydant (blanc) peuwe &ien plus faible que celle de
'échantillon contenant I'antioxydant. Dans ce casur normaliser I'absorbance initiale,
'absorbance A expérimentale pour le blanc peut étre artificrabmt remplacée par
'absorbance Ades échantillons dangtjuation 2

L’aire sous la courbe (AUC) correspondant a la ehde I'absorbance relative est ensuite

calculée comme suit ;

AUC =1 +A/Ag + As/Ag + ... + AogdAg + AzodAg (Eq 3)
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Dans le cas d’'une substance antioxydante (éctamjtiflont la masse moléculaire est connue,
la protection nette est calculée en utilisant l&fédénce entre 'AUC en présence
d'antioxydant (AUGnioxydan) €t TAUC du blanc (AUGand, ce dernier étant constitué du
méme mélange exempt de substance antioxydanterdlexTest utilisé comme composé de
référence des mesures de l'activité antioxydantecapacité antioxydante (ou valeur CAT)

d’'une substance antioxydante par rapport au Treghexprimé comme suit :
ValeurCAT =[(AUC echaniiot AU Chiand/(AUCrroi0x-AUCpiand] X [Mol de Trolox/mol échantillonHg. 4)

0oU (AUCextrairAUCpiand et (AUGCro0x-AUChiand représentent respectivement les protections
nettes en présence d’antioxydant et en présenteottex. Par ailleurs il est primordial que le
Trolox soit utilisé comme référence en calibrageenme (i.e., analysé sur la méme
microplaque). Au final, la valeur CAT est exprime&e moles d’équivalent Trolox (ET) par

mole de substance antioxydante.

Dans le cas d’'un extrait végétal comme les extdatteuilles d'olivier pour lesquels la masse
moléculaire est inconnue, la protection nette atutée en utilisant la différence entre TAUC
en présence d'antioxydant (AldGoxydan) €t 'AUC du blanc (AUGiand, ce dernier étant
constitué du méme meélange exempt de I'extrait dédléds d'olivier. Le Trolox est la aussi
utilisé comme composé de référence des mesurefadeité antioxydante. La capacité
antioxydante (ou valeur CAT) d'un extrait de feedlld'olivier par rapport au Trolox est

donnée comme :
Valeur CAT = [(AUGchaniiiorAU Chiang/ (AUC 1100 AUChiang] X [mol de Trolox/g d’extrait sed(. 5

0oU (AUCextrairAUChiand €t (AUGCro00x-AUChiang représentent respectivement les protections
nettes en présence d’antioxydant et en présencéralex. Au final, la valeur CAT est

exprimée en pmoles d’équivalent Trolox (ET) parexttait sec.

2.5. MESURE DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE PAR LA METH ODE DPPH

La détermination de l'activité antiradicalaire eSalisée par spectrophotométrie d’absorption
selon la procédure décrite arand-Williamset al. (1995) Le principe de la méthode repose
sur la chute d’absorbance a 515 nm du radical Ppf2édyl-1-picrylhydrazyl (DPPH suite a

la réduction de son état radicalaire par une snbstantiradicalaire (AOH). Les solutions de

travail sont préparées comme suit : 1,95 mL d’'wlet®n méthanolique de DPPH 60 uM
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sont placés dans une cuve en quartz. En paraliélgl. d’'une solution méthanolique de
substances antiradicalaires (0,154-1,15 mM) soatitég dans la cuve en quartz. Ces
concentrations correspondent a des ratios moldiie®H/DPPH s’échelonnant de 0,05 a
0,5. La chute de I'absorbance a 515 nm provoquépéduction du DPPHapres I'addition
d’AOH est enregistrée toutes les mins, a 20°C jidgsdjobtention d’'un état stationnaire.
L’équipement utilisé pour ce suivi cinétigue estspectrophotometre Lambda 25UV (Perkin
Elmer, Courtaboeuf, France) équipé d’'un systemeatrole de température et d’agitation.
L’homogénéité du milieu réactionnel est assuréeupar agitation magnétique a 1000 rpm.
Par ailleurs, une correction de la chute du sigimaDPPH au cours du temps en absence de
substance antiradicalaire est réalisée afin dératathir d’'une éventuelle surestimation de la
capacité antiradicalaire. Dans ces circonstandessti possible de calculer I'absorbance

corrigée au cours du temps correspondant a I'aetx@ncée par I’AOHgquation 6).
AC= A+ A — A (Eq. 6)

ou A° correspond a I'absorbance corrigée de 'AOH, et'@sorbance de 'AOH a chaque
min de réaction, et et A’ les absorbances respectives du blanc (1,95 mL deHDEt 50
uL de méthanol) & 0 min et a chaque intervalle dgpte

Le pourcentage du DPPIdst alors calculé selorétfjuation 7.
% DPPH = (A/A%) x 100 Eq. 7)

Ou A% correspond a 'absorbance corrigée de 'AOH a 0,rat A, 'absorbance corrigée a
chaque intervalle de temps. Pour chaque concerirdtAOH testée, le % du DPPkestant
est tracé en fonction du tempsd. 33), a partir de cette figure, il est possible dealdr le %

de DPPH restant a I'état stationnaire.
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Fig. 33. Exemple de I'évolution de la quantité de radicalPBPau cours du temps suite a
'addition de différents ratio de substances adicaires.

Par la suite, le % de DPPkestant a I'état stationnaire est reporté en fonalu ratio molaire
d’AOH/DPPH (Fig. 34). La capacité antiradicalaire est alors définimpe la concentration

d’antioxydant nécessaire pour diminuer de 50 %dacentration initiale du DPPHet est

exprimée en E&.
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Fig. 34.Exemple de détermination de I'g£
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Afin de comparer le test DPPH avec d’'autres métholds résultats sont exprimés en moles

de Trolox par mole de composé testé (équivalergkXy.

2.6. MESURE DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE PAR LA METH ODE ORACk_

La capacité des composes phénoliques a piegeetegypadicaux est déterminée en utilisant
une méthode adaptée @el et al.(2001) Toutes les solutions de tampon phosphate (pH 7,2)
contenant les concentrations désirées d’antioxgddde 0 a 40 upM) sont préparées
extemporanément. Cinquante millilitres de chaquetiem sont transférés grace a une pipette
multi-canaux dans une microplaque de 96 puits FhgofGreiner). Chaque puits est ensuite
complété avec 100 pL de solution de tampon phosppét 7,2, contenant 0,126 uM de sel
disodique de fluorescéine. Pour améliorer la répkte, la microplaque est préchauffée a
37°C sous agitation orbitale a 1200 rpm dans unatagir thermostaté (PHMT Grant
Instruments Ltd, Shepreth, Angleterre) pendant 20. rRar la suite, 50 puL de solution
d’AAPH en solution tampon phosphate fraichemenpgrée sont ajoutés grace a une pipette
multi-canaux. Finalement, chaque puits contient 200 de mélange final composé de
0,063 M de sel disodique de fluorescéine, 12,7 mA\ABH et des concentrations croissantes
d’antioxydants (de 0 a 10 uM) en solution de tampbasphate. La chute de fluorescence a
515 nm Lex : 490nm) est immédiatement enregistrée. Les mesmet réalisées chaque min
pendant 2 h a 37 £ 0,1°C avec 5 sec d’agitatiomtasl@aque mesure, avec le méme lecteur de
microplaque que celui utilisé dans la méthode ClAek résultats sont alors calculés seln

et al. (2001) Le signal brut de fluorescence est transforméluerescence relative grace a

I" équation 8:
Fluorescence relative =/F Eq. 8)

ou Rk et Fy sont respectivement les fluorescences lues au térepss 0 min. De maniere
analogue a la méthode CAT, il est a noter quea gnésure n’est pas assez rapide apres
addition de la solution d’AAPH, la fluorescence time () obtenue en l'absence
d’antioxydant (blanc) peut étre plus faible qudeceke I'échantillon contenant I'antioxydant.
Dans ce cas, pour normaliser la fluorescence ligjti fluorescence gFexpérimentale
obtenue pour le blanc peut étre artificiellementnpiacée par la fluorescence Hes
échantillons danséquation 8

L’aire sous la courbe (AUC) correspondant a la ehde I'absorbance relative est ensuite

calculée comme suiéfuation 9 :
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AUC =1 +R/Fy+ B/Fy + ... + RidFo + FiodFo Eq 9)

La protection nette fournie par la substance agtiarte (échantillon) est calculée en utilisant
la difference entre TAUC en présence d’antioxyd@AtCantioxydan) €t 'AUC du blanc
(AUCyiand, ce dernier étant constitué du méme mélange exdtaptioxydant. Le Trolox est
utilisé comme composé de référence des mesurefade/ité antioxydante. La capacité
antioxydante (ou valeur ORAQ) d’'une substance antioxydante par rapport au Xrefst

obtenue comme suiéquation 10 :
Valeur ORAG:. = [(AUCsaniio?AUChiand/(AUC oo AUChiand] X [Mol de Trolox/mol échantillon] Eq. 10

0oU (AUCextrairAUChiang et (AUGCro00x-AUChiang représentent respectivement les protections
nettes en présence d’antioxydant et en présenteottex. Par ailleurs il est primordial que le
Trolox soit utilisé comme référence en calibrageenme (i.e., analysé sur la méme
microplaque). Au final, la valeur ORAC est exprimée en moles d’équivalent Trolox (ET)

par mole de substance antioxydante.

2.7. DETERMINATION THEORIQUE DU LOG D

Le log D correspond au ratio des concentrations de toetegdpeces (ionisées ou neutres)
d’'une molécule dans I'octanol par rapport aux catregions de ces mémes espéces présentes
dans une phase aqueuse a une température donrge°@). Par conséquent, |ty D differe

du log P du fait que les especes ionisées sont prises mptecau méme titre que la forme
neutre de la molécule. Lbbg D a été calculé a partir du logiciel gratuit Chent8il

(http://www.chemsilico.com/)
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3. TESTS SUR CULTURES CELLULAIRES
3.1. CELLULES EMPLOYEES ET CONDITIONS DE CULTURE

Les cultures cellulaires sont réalisées sur desobilastes du derme humain modifiés
génétiquement pour accroitre la production d’espame/dantes d’origine mitochondriale.
Ces cellules ont été fournies par le Dr G. Cabellbes ont été cultivées a 37°C sous
atmosphére a 5 % de @@t 100 % d’humidité. Le milieu de culture est ddné de DMEM

supplémenté avec 10 % de sérum de veau fcetal, S0Lude gentamicine et 50 pg/mL

d’amphotéricine B.

3.2. PREPARATION DES CULTURES CELLULAIRES EN MICROP LAQUE 96 PUITS

Des microplaques 96 puits noires a fond plat ebsprarent (Greiner, Frickenhausen,
Allemagne) sont ensemencées a une densité cedludair3000 ou 10 000 cellules/puits au
moyen d’une micropipette multi-canaux ; le comptagbulaire étant effectué sur la cellule

de Thoma. Les cellules sont cultivées dans le mdee culture précédemment décrit.

3.3. TRAITEMENTS AVEC LES COMPOSES PHENOLIQUES

Les composés phénoliques (acide 5-caféoylquiniqaioylquinate de méthyle, de butyle,
d’'octyle, de dodécyle et d’hexadécyle) étant deungahydrophile ou lipophile selon qu’ils
soient estérifiés ou non, une mise en solution dlatiganol est effectuée aux concentrations
désirées. 2 uL de ces solutions sont par la sdddéi@annés a 2 mL de milieu de culture pour
obtenir des concentrations finales de 0, 10, 296000 uM. Puis, 100 pL/puits de ce milieu
de culture contenant les composés phénoliques dispensés dans une microplaque de
96 uits a l'aide d’'une micropipette multi-canau¥, 12 apres ensemencement des cellules. Le
milieu de culture final contient donc 0,1 % (volgtthanol et 0, 10, 25, 50 ou 100 uM de
composés phénoliqgues. La mesure de chaque -cortgmmtrast répétée sur quatre
microplaques différentes ensemencées a partir dsages’ cellulaires différents ; chaque

microplague comprenant déja un triplicat de la eotr@tion (4 x 3 répétitions).

13 Un passage cellulaire correspond au repiquageeieges dans une nouvelle flasque avec
du milieu de culture neuf.
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34. MESURE DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE DE L'ACIDE o-
CAFEOYLQUINIQUE ET DE SES ESTERS ALKYLIQUES

3.4.1. Synthese des esters alkyliques d’acide 5@aflquinique

Dans un ballon a fond plat, 10 mmol d’acide 5-cgli@ainique sont dissous dans 240 mL de
méthanol. Aprés solubilisation compléete, 10 g ddalgaeur (Amberlite IR 120 H),
préalablement séché a 110°C pendant 48 h, sontéajalans le milieu afin de réaliser
I'estérification sous catalyse acide. Le milieucté&nnel est incubé a 55°C sous agitation
orbital (250 rpm). La réaction est alors arrétégeatimant le catalyseur du milieu de réaction
par filtration sur microfibres de verre de 1,6 |{Wwihatman international Ltd., Maidston,
England). Le filtrat est évaporé a 40°C sous viterimHg) a l'aide d’un évaporateur rotatif.
150 mL de chloroforme sont ensuite ajoutés. Ceemibrganique est filtré en présence de
sulfate de sodium afin d’éliminer les traces d’'éaentuelles puis évaporé a 40°C sous vide
(40 mmHg). Un solide jaune est obtenu.

Par la suitele transfert d’acyle d’alcool libre au 5-caféoyigaie de méthyle, est réalisé a
I'abri de la lumiére dans des flacons ambrés cameh6 pmol de substrat et 10 mL d’alcool
gras (alcools butyliqgue (109,3 mmol), octylique ,63mol), dodécylique (44,7 mmol) et
hexadécyliqueC16 (33,4 mmol)). Avant I'ajout denkgme, ces milieux réactionnels sont
placés pendant 2 h dans des incubateurs therno$s&8®C) sous agitation orbitale (250 rpm)
(Stuart S150, Montferrier, France) afin d’optimidarsolubilisation des composés. Apres ce
temps d’incubation, la réaction est alors initiée @ddition de la lipase deandida antarctica

B (10 % p/p du total des subtrats, doni, la été préalablement équilibrée a 0,05 a l'aide de
sels saturés référence Dans le but d'orienter destions vers la synthese, le co-produit
(méthanol) formé au cours de la réaction est ébrpiar I'intermédiaire d’un débit d’azote.

Une fois la réaction terminée, le biocatalyseurresté par filtration a travers un filtre en
microfibres de verre de 1,6 um (Whatman internatidmd., Maidston, England). Par la suite,
une étape de séparation par extraction liquidadaest effectuée en utilisant comme solvant
un mélange de 500 mL d’hexane/acétonitrile (1 :/\3.vUne fois I'équilibre des phases
atteint, la phase hexanique contenant la majoet&€adcool gras est éliminée, tandis que la
phase acétonitrile contenant principalement lesrgsst lavée 3 fois avec 100 mL d’hexane.
Apres ces lavages, la phase acétonitrile est éga@r0°C sous pression réduite (40 mmHgQ)
a l'aide d’'un évaporateur rotatif. Le produit sdmtemu est alors dissout dans 60 ml d’'un
mélange toluene/acétate d’éthyle (70: 30, v/v)spdéposé sur une colonne en verre

(p: 0,3 mm; hauteur: 50 cm) chargée de silicevéeti La séparation sur colonne est
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accomplie en passant1,5 L du mélange toluene/acétate d’éthyle (70,:v30. Finalement
les fractions contenant les esters sont recuedliés solvant est évaporé a 40°C sous pression
réduite (40 mmHg).

3.4.2. Identification des esters alkyliques d’acid-caféoylquinique

Aprés purification, la synthése des esters d'addeaféoylquinique est confirmée par
spectrométrie de masse. L’analyseur de masse éutdst équipé d’une trappe d’ions
guadripble, une source d’ionisation externe opéeampression atmosphérique munie d’un
systeme d’injection intégré (Thermo Finnigan Sar@Q, San José CA, USA). Les esters
alklyliques d'acide 5-caféoylquinique sont préatabént dissous dans du méthanol a
10 mg/L. Par la suite, les solutions sont injectpas infusion a l'intérieur d’une source
d’ionisation par électro-nébulisation qui operecemditions de fragmentation négative a un
débit de 5 pL/min. L’acquisition des données efgotfieée en mode balayage, mais également
en fragmentation de I'ion parent (mode ¥Mt des ions fils (mode SH Les conditions
opératoires ont été optimisées en suivant la proecdécrite paClifford et al. (2003) Ainsi,

les conditions optimales obtenues sont: couramni$ation : 4,54 kV ; température du
capillaire : 250°C ; débit d’azote : 20 (unitésitagires) ; énergie de collision employée pour
I'acquisition en mode SM 35 %.

3.4.3. Mesure des espéeces oxydantes par la 2', 7¢ldbrodihydrofluorescéine-diacétate

La 2',7-dichlorodihydrofluorescéine-diacétate esin dérivé non fluorescent de la
2', 7’-dichlorofluorescéine. Une fois internalisé@, fonction ester est hydrolysée par des
estérases pour générer la 2’,7'-dichlorodihydratscéine, qui va former un composé
fluorescent, la 2’,7’-dichlorofluorescéine aprésydation par les espéeces oxydantes. Apres
exposition a différentes concentrations d’acideateaylquinique et de ses esters alkyliques,
la fluorescence résultante.{: 500Aem: 525 nm) a été mesurée par spectrofluorimétties P
la fluorescence est importante, plus le milieuaoélulaire est oxydant.

Aprés 24, 48 ou 72 h d’incubation avec les compg&noliques, le milieu est retiré par
simple retournement de la microplaque. Les cellal@disérentes sont lavées deux fois avec
50 puL/puits d’'une solution de tampon de Locke (1M NaCl; 5 mM KCI; 1,2 mM
MgCl, ; 1,8 mM CaCl; 10 mM D-glucose ; 10 mM d’acide hydroxyéthylpygEineéthane
(HEPES)), laquelle est éliminée par retourneme®@ fL/puits de tampon de Locke sont

finalement additionnés aux cellules adhérentes. lelctere fex : 485hem : 530) consistant en
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la mesure de la fluorescence du bruit de fond éatisée sur un spectrofluorimetre a
microplaque (Synergy 2 BioTek, Bio-tek Instrumemts,, Winooski, USA).

Pour chaque microplaque, une solution fille de’ljéhlorodihydrofluorescéine-diacétate est
préparée extemporanément comme suit: 10 pL dundutien stock de
2', 7’-dichlorodihydrofluorescéine-diacétate a 10 nalsihs le diméthylsulfoxide sont ajoutés a
10 mL de tampon de Locke (concentration finale 1081). Aprés eélimination par
retournement du tampon de Locke ayant servi eclare, 100 pL/puits de la solution fille de
2', 7’-dichlorodihydrofluorescéine-diacétate sontsgbnsés a l'aide d'une micropipette
multi-canaux et a I'abri de la lumiere (lumiere ldenotte éteinte). La plaque immeédiatement
recouverte d’'un papier d’aluminium est incubée dur20 min a 37°C. Aprés 20 min, la
solution contenant la sonde fluorogénique est éémipar retournement, chaque puits est lavé
deux fois avec 50 pL de tampon de Locke et finategnaelditionné de 100 uL/puits de la
méme solution. La microplague recouverte d’'un pagieminium est mise a incuber a 37°C
durant 10 min, durée aprés laquelle, la fluoreseede la microplague est mesurée
(Aex : 485hem : 530).

La fluorescence brute pour chaque puits est ensaltrilée en soustrayant la fluorescence
obtenue en présence de la sonde fluorogéniqueepardu bruit de fond (cellules sans sonde)

(équation 1J).
Fluorescence brute = Fluorescence (cellules awaded — (cellules sans sonde) Eq( 1))

Par ailleurs, considérant que les substances sestéd susceptibles d’influencer la croissance
cellulaire, une correction de la fluorescence de&’|@'-dichlorodihydrofluorescéine par la
guantité d’ADN (exprimée en ug d’ADN/puits ; cf.céen 3.4.4.) est effectuée en utilisant
I’ équation 12

Fluo pchr-pa corrigée = Flugcpr-pa brute/Quantité d’ADN (en pg) par puits Ed. 12

Enfin, dans le but de prendre en compte I'effeteptéllement inhibiteur de I'éthanol, la
fluorescence corrigée est exprimée en pourcentagemtrole effectué en présence d’'éthanol
(équation 13.

FIuo pchepa (% du contréle) = (Flugcnr-pa corrigée x 100)/Flugchr-oa du contréle Eq. 13

Les capacités antioxydantes consistent donc erourcgntage d’inhibition de I'apparition de

2', 7’-dichlorofluorescéine en présence de la sultstatestée par rapport au contréle sans
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antioxydant mais contenant I'éthanol ; ces capsc#éatioxydantes étant rapportées a la
quantité d’ADN en pg/puits.

Enfin, tenant compte du fait que la 2’,7'-dichlofogbrofluorescéine-diacétate est

photosensible, une mesure de contréle de la mmgoel apres 20 min est réalisée. Une
augmentation de fluorescence témoigne que l'intérge la fluorescence est dépendante du
temps d'incubation, tandis qu'une chute de fluorese aprés 20 min suggére une
dégradation oxydative de la 2',7’-dichlorofluoreise Aprés cette mesure, la solution de
tampon Locke baignant les cellules adhérentesliesinée par retournement, la microplaque

est ensuite stockée a — 20°C jusqu'a I'étape detifjeation de 'ADN.

3.4.4. Quantification de ’ADN par le réactif de Hechst 33258

La quantité d’ADN par puits est mesurée en apph¢ua méthode au réactif de Hoechst
33258 deDe Arcangeliset al. (2005)avec quelques modifications. Le Hoechst 3325&iest
fluorochrome spécifique de l'adénine et de la timgmexercant une fluorescence intense
(~ 440 nm) lorsqu'il est fixé a 1'ADN et excité ¥e840 nm. La fluorescence émise est
proportionnelle a la quantité d'ADN, mais dépendl&gent de sa séquence.

Le contenu cellulaire des puits ayant servi a lssure des espéces réactives est lysé
(immeédiatement apres leur sortie du congélatewed 400 pL/puits d’'une solution de tampon
TES5N (10 Mm Tris-HCI ; pH 8 ; 0,1 mM EDTA et 0,5 MaCl) de Triton X-100 a 0,05 %,
dispensés a l'aide d’une micropipette multi-candix.solution de lyse est incubée durant
10 min sous agitation orbitale a température anméiaRar la suite, 100 pL/puits d’'une
solution de Hoechst 33258 a 0,4 ug/mL dans le TEBM ajoutés aux lysats, puis mis a
incuber a température ambiante durant 30 min,kail@e la lumiere (papier aluminium). La
fluorescence Nex: 340Aem: 440 nm) est ensuite lue au moyen d'un fluorimet
microplaques (Synergy 2 BioTek, Bio-tek Instrumeins., Winooski, USA).

Par ailleurs, la fluorescence d’'une gamme d’ADNsderme de saumon (0; 0,5;1;2 et 4
pg/mL de TE5N) mise a incuber avec 100 pL de la enéaiution de Hoechst 33258 dans le
TESN, a été analysée sur une plaque séparée. Ngtoitsest important que la gamme
d’ADN soit préparée dans la méme solution TN5N lggeéchantillons.

Tout d’abord, toutes les valeurs de fluorescence soustraites par la valeur de fluorescence

correspondante a une concentration de 0 pg/mL d’AlBNperme de saumadgation 14.

F|UO Hoechstcorrigée = Flumoechstbrute = Fluq-mechst(o l.lg/mL d1ADN) Eq 14)
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Par ailleurs, une régression linéaire est établieedes concentrations de la gamme étalon et
la fluorescence (exprimée en RFU, unités de flamese arbitraires). Une fois ces valeurs
soustraites par le bruit de fond fluorescent, laceatration d’ADN correspondante a la

fluorescence est obtenue a partir de la pente deolte d’étalonnage comme susigation

15):
Concentration en ADN (ug/mL) = Flygecnsicorrigée/pente de la droite d’étalonnadge.(15

La quantité d’ADN (en pg) par puits est ensuitegklie en prenant en compte le volume total
de solution dans un puits (200 pEgation 19.

Quantité d’ADN (en pg) par puits = (ConcentrationADN (png/mL) x 200)/1000 Eqg. 16

Cette quantité d’ADN integre ensuiteédjuation 12de la section 3.4.3. relative au calcul de
capacité antioxydante.

3.5. MESURE DE LA CYTOTOXICITE DE L’ACIDE 5-CAFEOYL QUINIQUE ET DE
SES ESTERS ALKYLIQUES

La lactate déshydrogénase est une enzyme cytopjasnprésente dans toutes les cellules
mammiferes et qui est rapidement libérée dans lieurextracellulaire suite a la dégradation
de la membrane cytoplasmique. Plus cette quargiténgortante, plus la cytotoxicité de la
substance testée est élevée. La cytotoxicité a#timée au moyen d’'un kit de détection
(CytoTox-ONE G7891, Promega, Madison, USA) enzyquagiqui comporte trois substrats
(le NAD", le lactate et la résazurine) et une enzyme,dphdirase. Le principe de la mesure
repose sur la transformation dans le milieu exthalegre du lactate en pyruvate par la lactate

déshydrogénase, cette réaction étant coupléecallation du NAD en NADH (éaction 35).
Lactate + NAD 0 Heaedesnyiepfase . Pyruvate + NADH 85

Le NADH ainsi formé va permettre a la diaphoraserdesformer la résazurine en résorufine

qui est un compose fluorescehdy 560Aem : 590 Nm) (éaction 36).
Résazurine + NADH Pi#refse. Résorufine + NAD (36)

La génération de résorufine et donc l'apparitionfld@rescence est proportionnelle a la
guantité de lactate déshydrogénase présente danikde.
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Apres 24, 48 ou 72 h d’incubation avec les compgdemoliques, les microplaques sont
retirées de I'étuve et mises a équilibrer a tenmpéeaambiante durant 30 min. 100 pL/puits
de réactif CytoTox-ONE sont distribués au moyennd'umicropipette multi-canaux. La
microplague est mise a incuber a I'abri de la lumidurant 10 min a température ambiante
(~ 25°C). Apres 10 min, 50 pL/puits de solutionteps» sont ajoutés et la fluorescence est
immédiatement mesurék{: 560/hem : 590 NM).

Puisque les séra utilisés dans les milieux de multpeuvent contenir de la lactate
déshydrogénase, une mesure de la fluorescencelidu ok culture (DMEM supplémenté a
10 % de sérum) sans cellule est réalisée sur lacrmdicroplaque et constitue la fluorescence
du bruit de fond du milieu.

La fluorescence corrigée est ensuite calculée estsyant a la fluorescence sur culture

cellulaire, la fluorescence du bruit de fond duienil@quation 17).

Fluo py corrigée = Flugpy brute (avec cellules) - Flugy bruit de fond (sans cellule)Eq. 17)

Par alilleurs, tenant compte du fait que les conmgpogkénoliques sont susceptibles
d’influencer la croissance cellulaire et donc diabar la quantité de LDH libérable, une
correction des valeurs est opérée en considéraqidatité totale de lactate déshydrogénase
présente dans les milieux extra- et intracellutaif@our cela, un certain nombre de puits
contenant des cellules est exposé a 2 puL d’'undicolde lyse totale (solution de tampon
phosphate & 9 % (vol) de Triton X-100) destinéeegtrdcturer les membranes de toutes les
cellules et donc a libérer la totalité de la lactdéshydrogénase. Les puits de la microplaque
dédiés a cette opération de lyse totale sont,gauite, traités de la méme maniere que ceux
n'ayant pas été exposés a cette solution de lysgadurcentage de cytoxicité absolue d’'un
composé phénolique est obtenu en divisant la fhosmece corrigée sans solution de lyse par
la fluorescence corrigée obtenue apres lyse td@legpport étant finalement multiplié par
100 @quation 18.

Cytotoxicité (%) = 100 x [Flugpy corrigée (sans solution de lyse)/Flugp, corrigée (avec
solution de lyse)] (Eq. 18

D’autre part, pour prendre en compte l'influenceeptielle de I'éthanol sur la mesure, cette
toxicité est ensuite exprimée en pourcentage dur@en(sans composé phénolique, avec

éthanol) équation 19.

Cytotoxicité (% du contrdle) = Cytotoxicité (%)/ogoxicité du contrdle Eq. 19
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Résultats et discussion 1. Développement, validation et application denéthode CAT

1. DEVELOPPEMENT, VALIDATION ET APPLICATION DE LAM ETHODE CAT

Aujourd’hui, le développement de méthodes d’évabmaties propriétés antioxydantes de
molécules pures ou en mélange au sein d’extraig®taéx représente un véritable défi,
notamment en termes de pertinence, de rapiditioiléé de mise en ceuvre et de fiabilité.
Comme nous l'avons precédemment abordé, la steatigimesure la plus simple consiste a
mesurer, en I'absence de substrat oxydable, lacitepdiune molécule a réduire un radical
libre. Cette approche diteon compétitiveest généralement plus facile & mettre en ceuvre que
celle impliquant un substrat oxydable. Elle présenéanmoins l'inconvénient de ne pas
mettre en compétition I'antioxydant et le substraydable vis-a-vis des espéces oxydantes,
ce qui la rend discutable en termes de représeitatides phénomenes naturels
d’antioxydation. Ainsi, bien que ces méthodes faasent de précieuses informations quant a
la réactivité intrinséque de substances antiragiesd, elles ne tiennent pas compte du fait
gu’en conditions réelles, la seule réduction d'espeoxydantes n’est pas suffisante pour
contrer I'oxydation. En effet, seul un piégeageidapet a proximité des substrats cibles de
I'oxydation (lipides, protéines, acides nucléiques, permet de protéger ces derniers.

A l'opposé de la stratégigon-compétitivecelle ditecompétitivemet en ceuvre un substrat
oxydable et consiste & mesurer I'effet inhibiteluné substance sur I'oxydation naturelle ou
artificielle de ce substrat. D’'un point de vue tigée, deux approches de mesure peuvent étre
employées (i) la mesure de la formation des produits d’oxydadiiii) la mesure de la
disparition du substrat oxydable.

(i) Bien que les méthodes compétitives basées surelsunm des produits d’oxydation
présentent de nombreux avantages, elles sont n@aniimoitées par le fait qu’il n’existe pas
de marqueur universel d’oxydation. Ainsi, dancds spécifique des lipides polyinsaturés,
'oxydation conduit a la formation de produits dymbation primaire (hydroperoxydes et
diénes conjugués), qui sont ensuite oxydés en ce@spd’oxydation secondaire (aldéhydes
par exemple), lesquels peuvent encore réagir a&EdNl ou avec les fonctions amines libres
des phospholipides membranaires et des protddaes ce contexte, un produit d’oxydation
peut étre considéré comme un nceud d’'un réseau dymame réactions complexes subissant
diverses influences en amont et en aval. Or, @&seau réactionnel » représente un véritable
deéfi pour I'analyste désireux de mesurer I'étendad’oxydation dans un tel systéme et le
confronte a un dilemme. En effet, se focaliser wurou deux produits d’oxydation reléve

d'une approche mono-dimensionnelle et ne permetdiastenir une image compléte de

- 116 -



Résultats et discussion 1. Développement, validation et application denéthode CAT

I'étendue de I'oxydation, tandis que la prise empte de nombreux produits d’oxydation est
une approche fastidieuse bien souvent incompadiae I'objectif de haut débit.

(i) A 'opposé, l'autre approche cinétique se basdaunesure de la disparition du substrat.
Parmi les méthodes basées sur cette stratégiajnesrtont été critiquées en raison du tres
large exces de I'antioxydant par rapport au substtgdable, ce qui est irréaliste au regard du
phénoméne naturel d'antioxydation. En effet, ceststene mesurent pas une activité
antioxydante comme définie patalliwell et Gutteridge (1995)et selon lesquels un
antioxydant est ¥ne substance qui, en faible concentration par cappu substrat, inhibe
ou previent I'oxydation de ce dernier B’autre part, le substrat oxydable utilisé daasype

de test, doit étre facilement quantifiable, gér@mant au moyen d’'une mesure spectrale.
Cette limitation a conduit a [l'utilisation de sutads fluorophores (sel disodique de
fluorescéine, sonde C11-BODIFYY*®: BODIPY*®**7® ) et/ou chromophores, qui sont
pour I'essentiel non représentatifs des substeisantrés dans les aliments ou les milieux
biologiques. Cette absence de représentativitédipar conséquent la pertinence des résultats
obtenus, des conclusions qui en découlent et ddrlsposition a d’autres contextes.

En tenant compte de ces considérations, une méthedresure de I'activité antioxydante
fiable et pertinente doit, entre autre, employersuhstrat naturel dont I'oxydation peut étre
mesurée par des méthodes courantes, notammentagggcbDans un deuxieme temps, le test
doit mettre en ceuvre un excés de substrat par nappantioxydant. Dans ce contexte, nous
décrivons ici la mise au point d'une nouvelle méénale mesure de l'activité antioxydante

appelée test des trienes conjugués autoxydable§ (@Arconjugated autoxidizable triehe
De prime abord, les objectifs de cette étude ant ét

(i) d’adopter une approche analytique mettant en je@ compétition entre le substrat

oxydable et 'antioxydant pour réduire les espépeglantes.

(i) de mesurer la disparition d’'un substrat uniqueat la formation d’'une multitude de
produits d’oxydation, ce qui permet de renseignexybation de maniére directe et non
biaisée,

(i) de mettre en ceuvre un systeme hétérogéne perinddatester des antioxydants de

nature lipophile et hydrophile,

(iv) d’employer un substrat oxydable représentatifelexaencontrés dans les aliments et les

milieux biologiques.
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1.1. METHODOLOGIE ET OPTIMISATION DES CONDITIONS OP ERATOIRES

La mise au point d’'un test de mesure de la capadqiti®xydante suppose un certain nombre
de choix initiaux, parmi lesquels nous nous foeatas sur le type de systeme, la stratégie de
mesure de l'oxydation ainsi que la nature du sabstixydable. Une optimisation des
différents parametres opératoires, associée a pplcaion de la méthode a I'étude de la

capacité antioxydante de quatre composés phénsligaea par la suite présentée.

1.1.1. Choix du systéme et de la stratégie de mesute I'oxydation

D’emblée, il est évident que les méthodes non céithas, comme le test DPPH, ne satisfont
pas le premier objectif précédemment formulé. Diaplart, les milieux hétérogenes naturels
mettent essentiellement en jeu des phospholipidesdgrivés structurellement proches)
organisés en monocouche (LDL), bicouche (membratepasmique), ou double bicouche
(membrane mitochondriale). Or, la complexité de egtemes (en termes de structure et de
composition) rend difficile leur mise en ceuvre dams test de mesure de la capacité
antioxydante. Aussi, nous sommes nous orientésdesrsystéemes émulsionnés qui sont plus
simples d’emploi, mais néanmoins représentatifswiésux compartimentés. Se pose alors la
guestion de la nature des constituants de I'énmlgle leurs proportions relatives et de leur

mise en ceuvre.

1.1.2. Choix du substrat oxydable

La recherche de substrats oxydables naturels dafddradation oxydative est mesurable par
des méthodes rapides et continues (i.e. mesurdraig@aeprésente un veritable défi pour
'analyste, notamment dans la mise en ceuvre dermgst émulsionnés. En effet, peu de
lipides naturels présentent les propriétés spestrapportées par un systeme d’insaturations
conjuguées, ce qui limite le choix de maniere dyast

Parmi eux, le plus connu est certainement I'acdidgarinarique contenant quatre doubles
liaisons conjuguées et fluoresgcant dans le domeisible (ex : 326Mem : 410-413nm).
Cependant, seuls I'aciags-parinarique libre ou son ester méthyliqgue sonpaliébles dans le
commerce, en solution avec un antioxydant de siird@w, Frankel (1998)t Deckeret al.
(2005) ont reporté que les acides gras libres ne repi@seh pas des substrats lipidiques
adéequats pour ce type de test, arguant du faiisqtdorment des micelles mixtes avec
'antioxydant, lesquelles se comportent différemtndes gouttelettes d’huile. En d’autres
termes, leur utilisation ne permet pas d’obtenie émulsion dans laquelle I'antioxydant se
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répartit en fonction de sa polarité, mais condeitlement a une dispersion de I'antioxydant et
de l'acide gras. Pour réaliser I'émulsion souhaitke substrat oxydable doit étre un
triacylglycérol. Cependant, a notre connaissailggexiste aucune source commerciale de
triacylglycérols contenant des quantités imporntiacide cis-parinarique. En outre,
I'extraction d’huile a partir des graines de parirest laborieuse, principalement en raison de
la dureté de la coque.

En marge de l'acideis-parinarique, d’autres substrats lipidigues congmdrtun systéme
d’insaturations conjuguées ont été décrits danéttlrature. Parmi eux, les acides gras
polyinsaturés comportant trois doubles liaisons juguées (triene conjugué) ont été
largement étudiés en raison de leurs propriétéstrspes dans le domaine ultraviolet qui se
manifestent, pour la majorité d’entre eux, soudolame d’'un pic trifide comportant trois
maxima. Bien que le nombre d'isoméres d’acides dsxtatriénoiques conjugués soit tres
grand en raison des multiples possibilités de [ositet de configurations des doubles
liaisons, seulement une dizaine d’entre eux adi#gtifiée dans la nature. Il s’agit des acides
a- et f-éléostéarique, punicique, catalpique, calendigpoarandiqueg- et S-kamlolénique et

a- et Flicanique Tableau 1).

Nom trivial Configuration Formule développée

a-Eléostéarique  18:3;9(c), 11(t), 13(t) CHs-(CH2)3-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH,);-COOH

B-Eléostéarique  18:3;9(t), 11(t), 13()  CHs-(CHz)s-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CHz);-COOH

Punicique 18:3;9(c), 11(t), 13(c)  CHa-(CHz)s-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH)7-COOH
Catalpique 18:3;9(t), 11(t), 13(c)  CHa-(CHz)s-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH)7-COOH
Calendique 18:3;8(t), 10(t), 12(c)  CH3(CH4)4-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH,)s-COOH

Jacarandique 18:3;8(c), 10(t), 12(c)  CH3(CH4)4-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH)s-COOH
a-Kamlolénique 18:3;8(c), 10(t), 12(t) HO-(CH3)4-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH)>-COOH
B-Kamlolénique 18:3;8(t), 10(t), 12(t) HO-(CH3)4-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH)>-COOH
a-Licanique 18:3;9(c), 11(t), 13(t) CHjs-(CH2)3-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH2)4-CO-(CH),-COOH

B -Licanique 18:3;9(t), 11(t), 13(t)  CHs-(CH,)3-CH=CH-CH=CH-CH=CH-(CH2)4-CO-(CHz),-COOH

Tableau 1. Principaux acides gras triénoiques conjugués rénem dans la nature. D’aprés
Solodovnik (1967)

D’aprés Solodovnik (1967) I'acide a-€léostéarique est I'acide triénoique conjugué lies p
répandu dans la nature. En termes de source véglgsldeux huiles qui en contiennent le

plus sont celles issues @arcia nutans(~ 89 %) (Jamieson et Rose, 1948) d’Aleurites
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fordii (~ 75 %). Bien que tres riche en acig€léostéarique, I'huile d&arcia nutansest
issue d'une plante de la famille des euphorbiacpdeest sur la liste rouge des especes
protégées. Par conséquent, cette huile n'est pgwmible dans le commerce, ce qui est
incompatible avec une utilisation courante en latmre. En revanche, I'huile issue des
graines dAleurites fordij plus connue sous le nom d’huile de bois de Cfonéhuile de tung)
est largement commercialisée, notamment en rais@es propriétés siccatives. En effet, son
utilisation dans la fabrication des laques chirmisedans I'étanchéification de constructions
ou de vétements est tres ancienne comme en atteegtetrrits de Confucius, vers 400 avant
JC. Cette huile contiendrait jusqu'a 80 % d’aculeléostéarique. Cependant, la double
liaison 9¢is) peut rapidement s’isomériser en sa form&a®€), ce qui conduit a une
conversion de l'acide:-éléostéarique en son isomere, I'acj@éléostéarique. En raison de
cette possible isomérisation, leur teneur respegbeut Iégérement fluctuer d’'une étude a
lautre. Ainsi, Holmeset al. (1954) ont déterminé des teneurs relatives de 78 % dacid
a-éléostéarique et de 1 % de la forfietandis queTsuzukiet al. (2004) ont obtenus des
teneurs de 72 % pour la formeat 3 % pour la formg.

Compte tenu des propriétés spectrales des acidssrggnoiques conjugués, I'huile de tung
semble constituer un substrat oxydable potentieigmnsensible, bon marché et pertinent. En
considérant que les TAGs sont majoritairement retiés a coté des phospholipides dans les
milieux alimentaires et biologiques, ils représantte ce fait, I'une des cibles de I'oxydation
les plus représentativéisrankel, 1998)

En préambule a l'utilisation de l'huile de tung aom substrat d’'oxydation modéle, une

caractérisation de sa composition et de ses ptéprapectrales a été realisée.

1.1.3. Propriétés chimiques de I'huile de tung

La caractérisation de I'huile de tung a montré taeide a-éléostearique est lI'acide gras
majoritaire (~ 73 %), suivi des acides linoléiques( %), oléique (~ 4%), stéarique (~ 2 %),
palmitique (~ 2 %) et gadoléique (~ 0,5 %)ableau 2. Ce résultat confirme ceux
préalablement obtenus pidblmeset al. (1954)et Tsuzukiet al. (2004) Par ailleurs, comme

la détermination de la composition en acides geas® par une étape de méthylation a reflux
(65°C), une isomérisation de typey/trans peut se produire et engendrer la conversion d’'une
part significative de I'acide-éléostéarique en son isoméfeDans ce contexte, la prise en
compte de I'ensemble des acides éléostéariques ¥)& la place du seul isomeresemble

plus appropriée. Ainsi, I'huile de tung renferme@b % d’'un mélange d’'isomeres d’acide
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eléostearique, majoritairement composé de lisomerg84 % du total des acides
éléostéariqueg,ableau 2.

Dans un deuxieme temps, le profi HPLC (données poésentées) a montré que la
trieleostéarine était le triacylglycérol majorigir(~ 77 %) Fig. 35, suivie du
diéléostéaroylinoléoylglycérol (~ 11 %). Ce résuHtat a mettre en relation avec notre étude
de la régio-distribution des AGs réalisée en uilisla lipase pancréatique de porc
sn-1,3régiospécifique Tableau 2 et montrant que les acides éléostéariques, ditydaar
lisomeére a, étaient préferentiellement estérifiés en pos#ti@xternes, tandis que Il'acide
linoléique était exclusivement estérifié en positioterne sur les TAGs d’huile de tung. De ce
fait, le diéléostéaroylinoléoylglycérol a été caéaisé comme étant sous la forme de
sn-1,3diéléostéaroybn-2linoléoylglycérol.

Acide gras Total Position interne * Position externe ?
Palmitique 1,6 1,0 1,9
Stéarique 1,7 1,4 1,9
Oléique 4,2 6,5 3,0
Linoléique 5,6 17,4 trace
Linolénique 0,1 trace trace
Gadoléique 0,5 0,7 0,5
a-Eléostéarique 72,5 41,8 87,8
Eléostéarique (total) 85,9 73,0 92,4

®Determinée par hydrolyse partielle catalysée pdigase pancréatique de porc

Tableau 2. Composition et régio-distribution des AGs présedens I'huile de tung
(% molaire)

0 e
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Fig. 35.Structure chimique de la triéléostéarine.

Enfin, tenant compte du fait que les huiles végétabntiennent des antioxydants endogénes
comme les tocophérols, une quantification de cexposés a été réalisée par HPLC couplée a
un détecteur fluorimétriqueldy : 290herm: 330 nm) Fig. 36). Par comparaison du profil
chromatographique de I'huile avec des standardsraniaux, nous avons identifié la forme

L comme étant majoritaire (230 pg/g).
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ptocophérol ——» .
—— Sans purification

— Aprés purification

— Apreés purification (répétition)

Signal (A,,: 290/ A,,,: 330 nm)
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Fig. 36. Chromatogramme HPLC du profil en tocophérol deiilth de tung avant et apres
purification sur colonne d’alumine.

Cependant, I'oxydation des tocophérols peut corcuia formation de radicaux semi-quinones
tocophéroxyles qui, a leur tour, peuvent étre t8dodr d’'autres substances antioxydantes. Or,
pour déterminer la stricte capacité antioxydanteaemposeés phénoliques et non leur éventuel
effet synergique avec les tocophérols, les expétatiens doivent étre conduites en absence de
ces derniers. Pour cela, I'huile de tung a étéipar{obtention de TAGs purs) sur une colonne
d’alumine afin d’éliminer lg-tocophérol, comme en témoigneHig. 36. Par ailleurs, I'analyse
par HPLC de I'huile de tung avant et aprés puritcan’a révélé aucune différence au niveau
du profil des TAGs (données non présentées). Fimalg des essais avec les deux types
d’huile (purifiee ou non) ont été reéalisés afin déterminer linfluencedes tocophérols

endogenesurle comportemenantioxydatifdessubstancetestées.

1.1.4. Propriétés spectrales de I'huile de tung

Les TAGs de l'huile de tung contenant des trier@gugués présentent une forte absorption
dans le domaine ultraviolet avec saturation dulsdei détection spectrophotométrique
(généralement a des valeurs de 3-4). Sa dilutiors da solvant, comme I'eau (dans le cas
d’'une émulsion) ou un solvant organique, est né@b@sspour observer son spectre
d’absorption qui se manifeste sous la forme d’untpfide comportant trois maxima a 263,
273 et 283 nniFig. 373. Si les propriétés d’'absorption des acides é&@ogues sont bien

documentées dans la littérature scientifi@euer et Steadman, 1943 ; Holnetral., 1945 ;
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Solodovnik, 1967 ; Hopkingt al., 1969 ; Pencreac’let al, 2002 ; Tsuzukiet al., 2004)
celles concernant ses propriétés de fluorescence eso revanche plus rareSklar et al.
(1975) reportent que l'acide-€léostéarique exerce une fluorescence faiklg:(345 nm)
dont I'émission maximale est proche de celle dptoghane Xaps: 357 nm).Morganet al.
(1980) ont, quant a eux, observé que la fonction trieogugué (dérivé de I'oxydation de
'acide parinarique) n’émettait pas de fluorescerstgéte a une excitation a 275 nm.
Cependant, puisque l'intensité de la fluorescerecsydtemes conjugués peut étre influencée
par la nature de leur environnement chimigikiayperset al. 1987) nous avons étudié les
propriétés de fluorescence de I'huile de tung enlgion de type huile dans eau. Pour cela,
I'établissement du spectre d’absorption d’'une sarxs# est un préalable a I'étude de son
spectre de fluorescence. En effet, la longueuraBarorrespondant au maximum d’absorption
est généralement proche de celle de I'excitatiorimale en fluorescence. Un balayage des
longueurs d’onde d’émission a partir d’'une exaatt 273 nm a montré que la longueur
d’'onde d’émission maximale était d’environ 400 nfig( 37b). Cette valeur de faible
intensité n’est pas en accord avec celle donné8idaret al. (1975) et présente, de plus, de
fortes similitudes avec celle de l'acidés-parinarique Xem : 410-413nm). Par ailleurs, la
fluorescence de I'huile de tung en émulsion étanée dans une gamme de longueurs d’onde
généralement sujettes aux interférences, la flagere® intrinséque de deux modeles de

microplagues noires (Corning et FluoTrac Greined)éamesuréd-{g. 37b).

A
( ) 273 Microplaque noire Corning
263 . / {Aem = 331 nm)
p 1
E 1
¢ 283 c ! \
m l
¢ ~ i !
8 ™~ ' 1 Microplaque noire Fluotrac Greiner
% |I ;! {Aern = 332 nm)
3
g =< L Huile de tung en émulsion
0 @ ! 1 / {Aer = 400 nm)
0 g ] \
< @ |}
o i
0
g
g |
i
230 250 270 290 310 300 400 500 600 700
Longueur d’onde (nm) Longueur d’onde (nm)

Fig. 37.Exemple de spectre d’absorption (A) et de fluczase (B) Lex: 273 nm) de 'huile
de tung. Les spectres ont été obtenus (sans auoomection de I'absorbance de la
microplague et du milieu) sur de I'huile de tund%uM) émulsifiée avec 17 uM de Brij 35
dans une solution de tampon phosphate (pH 7,2Y@.37

-123 -



Résultats et discussion 1. Développement, validation et application denéthode CAT

1.1.5. Préparation de I'émulsion

La premiére problématique pour émulsifier I'huile Wing concerne le mode d’incorporation
de l'huile. Ainsi, Pencreac’het al. (2002) ont préalablement dissous I'huile de tung dans
I'éthanol avant de I'incorporer dans une solutigueuse d’émulsifiant. D’aprés ces auteurs,
la solution éthanolique dhuile de tung est stabém présence d'antioxydant
(butylhydroxytoluene) durant un mois. Or, dans @otas, I'évaluation des propriétés
antioxydantes d’'une substance donnée serait iradligrhent biaisée par la présence d'un
guelconque antioxydant. Ainsi, comme attendu, latem éthanolique d’huile de tung s’est
oxydée rapidement en absence d’antioxydant, lihaarsi I'intérét de recourir a un tel mode
d’incorporation. Tenant compte de ce probleme thibdité, nous avons choisi de stocker
I'huile de tung a -20°C sans procéder a une disisolldans un solvant. Les émulsions ont,
par la suite, été préparées extemporanément (ZxZawaint la mesure) en mélangeant I'huile
des sa sortie du congélateur a une solution aguwewmsenant I'émulsifiant.

Mesurer précisément I'étendue de I'oxydation eniemilémulsionné suppose un systéme
stable, ce qui, dans notre cas, a nécessité 'emepltensio-actifs. Ainsi, en paralléle du mode
d’incorporation de l'huile de tung, la nature pleggihimique de la membrane tensio-active
entourant la gouttelette d’huile est un parametoeial quant aux performances d’oxydation
et d’antioxydation des différentes especes chingqguParmi la multitude d'agents
emulsifiants, citons plus particulierement les @nmoes, les phospholipides, les mono- et
diglycérides d’acides gras, les Spans, les Twdesgthers alkyliques de polyoxoéthylene de
type Brij, ainsi que les sels biliaires. Or, suitvlaur nature, certains écueils peuvent survenir.
Ainsi, certaines protéines aux propriétés émulsiéia contiennent des résidus cystéines
susceptibles de s’oxydé(McClements et Decker, 200Q)n biais similaire peut &tre observé
avec des phospholipides ou des mono- et diglycgnitigcides gras comportant des acides
gras insaturéd, En outreNuchi et al. (2001)ont observé que I'emploi d’émulsifiant de type
Tween pouvait conduire a la formation d’hydropemes. Ainsi, apres élimination des
emulsifiants susceptibles de biaiser les résulta@s également par soucis de simplicité,
nous avons sélectionné une famille d’émulsifiants-ioniques : les éthers alkyliques de
polyoxoéthylene de type Brij et de formule génér@ld;(CH,),CH,-(OCH,-CH,),-OH. Ce
type d’émulsifiant permet d'éviter tout effet patielement répulsif ou attractif, de la
membrane, vis-a-vis d’antioxydants chargés élastrnigent. Or, dans les conditions de pH

neutre (pH 7,2) de la méthode CAT, la fonction aadrboxylique des acides phénoliques ou

14 Ces biais peuvent néanmoins étre‘considérés comtueels et dong représentatifs.
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du Trolox est majoritairement dissociée en sa lcasguguée (anion carboxylate). Le choix
des éthers alkyliques de polyoxyéthylene comme tagemsio-actifs repose également sur
leur inertie vis-a-vis de I'oxydatidh Enfin, leur disponibilité commerciale associé fait

gue ces émulsifiants n’exhibent aucune absorptioflumrescence dans le spectre ultraviolet
représentent autant de prérequis a leur utilisation

Dans cette famille de composés, nous nous sommegplticulierement focalisé sur I'éther
laurique de polyoxoéthyléne(23), trivialement agpeaBrij-35 (CH(CH,)10CH2-(OCH;-
CH.)23-OH) qui est assurément le mieux documenté dah#deature. De plus, il est admis
gu’une balance hydrophile/lipophile (HLB) compresatre 8 et 18 est nécessaire pour realiser
une émulsion de type huile dans eau. C’'est préeséme cas du Brij-35 qui présente une
HLB de 17 permettant de mettre en ceuvre ce typmu&on contrairement a d’autres
dérivés Brij. A titre d’exemple, le Brij-52 (éthegtylique de polyoxyéthyléne(2)) présente
une HLB de 5, laquelle est plus indiquée pour reedtr ceuvre une émulsion de type eau dans

huile.

Afin d’optimiser les conditions d’émulsificationa Ispectrophotométrie d’absorption semble
étre un outil plus adapté que la fluorimétrie. Hetela tres faible intensité de I'émission a
400 nm de l'huile de tung comparée a la forte gitgmr a 273 nm rend difficile I'évaluation
des propriétés spectrales de I'huile de tung lardgs conditions ne sont pas optimales et que
les signaux d’absorption et d’émission sont faibles

Ainsi, en utilisant la spectrophotométrie d’absmmpt il est apparu que, lorsque I'huile de
Tung était incorporée au PBS en absence de Brije3Spectre d’absorption entre 230 et
320 nm ne présentait pas le profil caractéristigttendu avec ui. max a 273 nm. En
revanche, le signal trifide a été restauré en ajuut7 UM de Brij 35 a la dispersion d’huile
(Fig. 38. Pencreac’let al. (2002) ont observé le méme comportement spectral delé’lde
tung en présence (2 mM) ou en absence de taurogd#smate de sodium qui est un
émulsifiant anionique. Nous avons d’autre part rgmé@ que la concentration de Brij 35
(pour une concentration en huile fixée a 115 uMreait une influence sur l'intensité du
signal trifide. Globalement, plus la concentrataba Brij 35 augmente plus I'absorbance a
273 nm diminue jusqu’a une concentration seuil dg35 (entre 170 uM et 1 mM) au dela
de laquelle le signal trifide est invarianfid. 38 ; I'addition de quantités supérieures
n'exergant plus d'effet notable.

15 Notons que tous les membres de cette famille afsifiants ne sont pas saturés. Ainsi, les
Brij-93, -97, et -98 sont des éthers oléiques dggxyéthylene.
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Fig. 38. Effet de la concentration de Brij-35 sur le speatitraviolet de I'huile de tung
(115 pM) en émulsion dans une solution de tamporsgiate (pH 7,2) a 37°C. Aucune
correction de I'absorbance de la microplaque endieu n’'a été réalisée.

D’autre part, considérant le fait que I'émulsifia@h excés peut affecter la partition de
'antioxydant entre les phases aqueuse et huilelisest préférable de [l'utiliser & sa
concentration minimale requig®ecker et al., 2005) En effet, au dessus d'une certaine
concentration, connue sous le nom de concentratiogllaire critique (CMC), I'émulsifiant
non adsorbé a l'interface forme des micelles. Léseles sont des agrégats de molécules
amphiphiles dont la partie hydrophobe est orientées l'intérieur, tandis que la téte
hydrophile forme [I'extérieur (Dickinson et McClements, 1995)Or, les micelles
d’émulsifiants sont capables d’incorporer des mdkEsx apolaires au sein de leur coeur
hydrophobe. Ainsi, suivant la polarit¢ de l'antidayt testé, un exces de Brij 35 peut
conduire a un transport d'un antioxydant initialemeitué a l'interface, vers la phase
agueuse. Il est a cet égard intéressant de cangtetda concentration de Brij 35 de 17 uM se
situe au dessous de la concentration micellaittged (CMC) théorique (91 uM) de cet
emulsifiant, tandis que les concentrations supggetestées sont toutes situées au dessus de
cette CMC théorique. C’est pourquoi, la plus faibtencentration de Brij 35 (17 uM) a
finalement été sélectionnée pour les essais uliétie

Concernant I’homogénéisation, il est apparu quiesbabance a 273 nm d’'une émulsion de
115 uM d’huile de tung purifiee augmentait propamtiellement avec la durée de cisaillement

a I'Ultra Turrax, puis se stabilisait. Prenant eompte cette évolution, les conditions
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d’homogeénéisation ont été fixées a ~ 2400 rpm PAusec, ce qui est suffisant pour obtenir
une absorbance supérieure a 0,7 ; valeur seuiéssods de laquelle I'allure des courbes et la
répétabilité des résultats sont altérées. A cetdédlas’est avéré de maniére surprenante, que
'opération cruciale pour obtenir un signal trifidatisfaisant consistait en une agitation
grossiere (10 sec) avec un agitateur classiqugpdeviortex avant I'étape d’homogénéisation
a I'Ultra Turrax mentionnée plus haut. Cette a@tat est supposée permettre le
fractionnement des gouttelettes, ce qui pourrait ximaer [|'étape ultérieure
d’homogeénéisation a I'Ultra Turrax. Notons que peedre ultraviolet de I'émulsion obtenu
sans agitation au vortex, ressemble a celui obdersgu’'un exces de Brij 35 (1-2 mM) a été
employé pour émulsifier I'huileHjg. 38).

Enfin, en termes de stabilité, une décroissancte len linéaire (sur 5 h) d’absorbance a
273 nm avec le temps a été observée en absenoeitdeducteur artificiel d’oxydation. Ce
phénomene a clairement été attribué a une oxydaplutét qu'a une éventuelle
déstabilisation de [I'émulsion, comme en témoignaudmentation concomitante de
'absorbance a 234 nm, correspondant a la formatemdiénes conjugués. Nous postulons
gue cette oxydation de l'huile de tung en absergedutteur artificiel d’oxydation est
essentiellement due a I'étape d’homogénéisatioiUéard Turrax (2400 rpm, 90 sec)
conduisant a l'incorporation d’'une grande quanttair par foisonnement. Ceci pourrait
sembler problématique en termes quantitatifs, cdgrainquel que soit I'antioxydant testé, ce
biais affecte les données de la méme maniere,ideglement n’'induit pas d’erreur. D’autre
part, nous avons tenté de transformer cet incoewér@n avantage, en utilisant ce procédé
d’homogénéisation pour induire une oxydation ndliewréien que I'oxydation naturelle de
trienes conjugués soit plus rapide que celle @ads non conjugués, I'oxydation de I'huile de
tung purifiée a atteint un état stationnaire aprd® h de réaction. Or, I'évaporation du milieu
réactionnel, négligeable en oxydation artificiellsrh induite comme dans le cas du test
ORACk, devient un parametre limitant en oxydation ndkeingour laquelle les durées sont
plus longues. De surcroit, il est apparu que I'évafon n’était pas identique d’un puits a
lautre, celle-ci étant plus intense a la péripbéte la microplaque. Ainsi, un gradient de
température, inhérent au systeme de chauffe, §itetiains la microplaque, ce qui peut biaiser
les résultats de maniére considérable. A I'avatifférentes solutions pourront étre mises en
ceuvre, notamment ['utilisation d’'un film plastiquhésif transparent dans le domaine
ultraviolet pour couvrir la microplaque, ou encéeegarnissage de I'extérieur des puits avec
un isolant thermique comme le glycérol par exemplautre part, comme nous le verrons ci-

apres, la présence de points isobestiques danpeldres de I'huile de tung lors de son
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oxydation pourrait offrir une seconde opportunité cbrriger I'évaporation. Malgré ces
corrections potentielles, nous avons envisagé deouamer le probleme de I'évaporation en

accélérant artificiellement I'oxydation de I'huite tung.

1.1.6. Oxydation artificielle de I'huile de tung enémulsion

Si le mode d’induction de I'oxydation est un élémerucial dans le développement d’'une
procéduren vitro fiable, I'analyste ne dispose malheureusementadiaunducteur artificiel
capable de mimer un processus oxydatif natureli €#a( au fait que I'oxydation naturelle
emprunte de multiples voies réactionnelles comme gx@mple I'oxydation enzymatique
meédiée par les lipoxygénases, la photo-oxydationpliguant I'oxygéne singulet,
'autoxydation par I'oxygene moléculaire ou la dedmtion des hydroperoxydes par des
métaux de transition. Dans ce contexte, la recleeddhducteurs artificiels d’'oxydation (azo-
initiateur, métal de transition, ...) qui tiennentrqute de ce phénoméne multidimensionnel de
maniere exhaustive est illusoire. Tenant compteedelimites, nous avons sélectionné parmi
les difféerents inducteurs d’oxydation, [linitiateurazo hydrophile 2,2’-azobis(2-
amidinopropane) dihydrochlorhydrique (AAPHRiq. 39).

N Me Me NH
>—|— N= NH 2 HCl
HN  me Me NH:

Fig. 39.Structure chimique du 2,2’-azobis(2-amidinopropatieydrochlorhydrique (AAPH).

Ainsi, malgré son caractere artificiel, cet inigiat azo est facile d’emploi et génére par

décomposition spontanée a 37°C des radicaux IRreentrés sur le carboneéction 37).
R-N=N-RO#5- 2 R + N, (37)

En milieu aérobie, les radicaux libres fagissent immédiatement avec I'oxygene triplet
(réaction 38 pour former des peroxyradicaux ROs2ntrés sur I'oxygene (peroxyradicaux

initiateurs),

2R +2%0, -~ 2 ROO (39)
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lesquels vont ensuite se stabiliser en arrachantatome hydrogéne a un acide gras
polyinsaturé de I'huile de tungéaction 39. Cette réaction va générer un radical libfe L

centré sur le carbone et dérivé du lipide.
ROO + LH - ROOH + L' (39)

L" va réagir avec I'oxygene triplet pour donner raig® a un peroxyradical lipidique LOO

(peroxyradical lipidiqugropagateuy (réaction 40,

L* +3%0, - LOO (40)
lequel va en retour propager le processus oxy(tatftion 41).

LOO +LH - L"+LOOH (4

Comme il a pu étre observé en spectrophotométaiesdrption, I'addition d’AAPH engendre
une diminution graduelle de I'absorbance a 273 mmmtniére dose-dépendante (données
non présentées). La concentration d’AAPH a étéefiél mM, ce qui correspond a un
compromis satisfaisant entre le temps d’analyse ettio molaire substrat oxydable/initiateur
azo. Cependant, il est a noter qu’'une diminutiosistigue de la durée d’analyse peut étre
obtenue lorsque I'on se place dans les mémes camglitle concentrations en AAPH que
celles utilisées dans la méthodologie ORAC (13 mdgns notre cas, I'oxydation induite par
1 mM d’AAPH, d'une dispersion d’huile de tung pig# (115 uM) dans I'eau et émulsifiée
par 17 uM de Brij 35 a été suivie par spectrophétoie UV entre 230 et 320 nm durant 5 h
(Fig. 40).

Il est apparu que la chute d’absorbanc278 nm s’accompagnait d’'une augmentation de
'absorbance dans la région de 234 nm. Ce résytatcédemment reporté pBrauer et
Steadman (1944)insi queHolmanet al. (1945) peut étre attribué a la dégradation oxydative
du triene conjugué en dienes conjugués. De ce lfaitnesure de l'apparition des dienes
conjugués pourrait sembler de prime abord équivalana mesure de la disparition du triéne
conjugué. Or, comme on peut I'observer suFig 40, la chute d’absorbance a 273 nm est
trois fois plus importante que 'augmentation debsorbance a 234 nm. Cette derniére se
situe, en outre, dans un domaine spectral beaucooips accessible, la majorité des
microplagues en matiéres plastiques adaptées adarmmdans le domaine ultraviolet ayant un
seuil de transmitance a 230 nm. De ce fait, |la &ion des dienes conjugués apparait sous la

forme d’'un épaulement, ce qui limite la précisiash mesure. Enfin, comme nous l'avons
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préalablement abordé, les diénes conjugués sonnhtimediaires réactionnels qui peuvent
évoluer vers des stades d’oxydation plus avantésnible donc plus avantageux de mesurer
la dégradation irréversible d’'un systéme conjuguédp qu’'une accumulation temporaire de

I'un des produits d’oxydation.

I Décroissance de
: I'absorbance a 273 nm

Absorbance

Augmentation de
I’absorbance a 234 nm +

230 250 270 290 310

Longueur d’onde {(nm)

Fig. 40.Evolution du spectre UV de 115 pM d’huile de tumguésifiée dans le PBS (pH 7,2)
par 17 uM de Brij 35 lors de I'oxydation accélémduite par 1 mM d’AAPH a 37°C. Les
fleches rouges représentent les points isobestiquesine correction de I'absorbance de la
microplague ou du milieu n’'a été réalisée.

Afin de vérifier que les autres acides gras inggtysrésents en quantité notable (acides
oléigue et linoléique,Tableau 2 n’induisaient pas d'absorption parasite, le suivi
spectrophotométrique de I'oxydation d’émulsion deléine et de trilinoléine a été réalisé
dans les mémes conditions. Comme le montré-ita 41, aucune évolution notable de
'absorbance a 273 nm n’a pu étre observée, sagnifiinsi que les produits d’oxydation de
ces TAGs n'interféraient pas dans la fenétre splecttes trienes conjugués. Ainsi, parmi les
acides gras susceptibles de s’oxyder et présentguantité notable, seuls les acides

éléostéariques contribueraient au signal a 273 nm.
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Absorbance

Absorbance

! Emulsion de trilinoléine (A) 11 Emulsion de trioléine (B)
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Fig. 41.Evolution du spectre UV de 115 puM de trilinoléirmg ¢u de trioléine (b) émulsifiées
dans le PBS (pH 7,2) par 17 uM de Brij 35 lors 'd&yidation accélérée induite par 1 mM
d’AAPH a 37°C. Aucune correction de I'absorbancelalenicroplaque et du milieu n’a été

réalisée.

Les Figs. 40et 41 montrent d’autre part que I'oxydation completelteile de tung, tout
comme l'oxydation de la trioléine et de la triliéole, ne permet pas d’atteindre une valeur
d’absorbance nulle. Cette absorbance résidueldgmbprobablement de la diffraction de la
lumiére sur les gouttelettes d’huile émulsifiée. Effiet, un milieu émulsifié n’'est pas
totalement transparent aux photons. Pour s’affiandd cette absorbance résiduelle, la
soustraction du spectre de I'huile de tung paréamain contenant le méme milieu réactionnel,

a l'exception de l'huile, pourrait étre envisagéeéependant, l'analyse de substances
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antioxydantes susceptibles d’absorber, méme fadrna ces longueurs d’onde, nécessiterait
'emploi d’'un témoin par échantillon. Cependantjspue cette absorbance résiduelle est la
méme pour tous les échantillons testés, celle-demble pas induire en erreur. De ce fait,

Nnous n'avons pas eu recours a un tel témoin qaitadivisé de moitié le débit de la méthode.

En complément de I'étude par spectrophotométribstigption, I'oxydation de I'huile de tung
a été examinée par spectrofluorimétrie, toute cl&aant égale par ailleurs. Ainsi, le suivi
fluorimétrique fex: 273 nm) de l'oxydation d’une émulsion d’huile tleng a montré une
légere décroissance de I'émission a 400 nm accam@gad’une augmentation beaucoup plus
importante de I'émission a 335 nririg. 42). Ce phénomeéne est difficile a interpréter,
notamment du fait que cette derniere émission p&oir de multiples causes. En effet,
comme nous I'avons préalablement montré, la flumese propre a la microplaque (Fluotrac
Greiner,kem = 332 nm) pourrait expliquer la longueur d’'ondérdission a 335 nm, mais
semble, en revanche, incapable de rendre comptsodeaccroissement drastique. Cette
apparition de fluorescence, par son allure, suggatg6t la formation de produits
d’'oxydation. Cependant, si la formation d’adduitBiofescents Aex: 340-390Kem:
430 490 nm) entre les groupements amines librede®t aldéhydes réactifs est bien
documentée, peu de données relatives a des prdidwitescant & 335 nm sont disponibles.
Plusieurs hypothéses peuvent tout de méme étraufées) la premiéere étant que I'huile de
tung oxydée géneére des fluorophores.

En marge des produits d’oxydation de l'huile degtumine telle fluorescence suggere
également I'implication des tocophérols. En eféets antioxydants endogénes préalablement
identifiés comme étant de la fornfie fluorescent & 330 nm suite a une excitation ar@0
(Taylor, 1976) Or, dans le cas d’'une oxydation de I'huile degiumne consommation des
tocophérols suppose une extinction de fluoresceiceon son apparition, ce qui infirme
l'implication directe des tocophérols. D’autre paftaprésTaylor (1976) le principal produit
d’oxydation des tocophérols, le tocophérylquinoest un composé non fluorescent. Bien
évidemment I'implication des tocophérols pourraie&isément confrontée a I'expérience, en
éliminant les tocophérols de l'huile de tung, parification des TAGs sur une colonne
d’alumine. Cependant, dans tous les cas, la megupgoduits d’oxydation ne renseigne que
temporairement sur l'oxydation puisque ces prodpesivent se transformer en d’autres
produits qui ne seront pas forcément détectabliesi fAdien que la fluorimétrie constitue une
meéthode plus spécifique que la spectrophotométaiesdrption, cette derniére semble étre la

seule, dans ce systéme de test, a fournir unemiatttwn sur la disparition du triene conjugue.
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Pour cette raison, nous avons sélectionné la spaitomeétrie d’absorption pour évaluer
'étendue de l'oxydation de I'huile de tung en ais® ou en présence de différentes
concentrations de composés potentiellement antantgd

&

Augmentation de I’émission 4 335 nm

500

3500 - Diminution de

I’émission a 400 nm

3000 4

273 nm)

2500 <

2000 -

1500 -

1000 4

Intensité de fluorescence

(unités arbitraires, Aex

300 350 400 450 500 550

Longueur d'onde d'émission (nm)

Fig. 42. Evolution du spectre d’émission d’huile de tung &immnée dans le PBS (pH 7,2) par
17 uM de Brij 35 lors de I'oxydation accélérée iteypar 1 mM d’AAPH & 37°C. Aucune correction
de I'absorbance de la microplaque ou du milieuétéaréalisée.

1.2. MESURE DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE DE COMPOSES PHENOLIQUES

Globalement, la validation du test CAT a consist&égifier si I'addition de composés
antioxydants pouvait induire un retard d'oxydatide I'huile de tung mesurable par
spectrophotométrie a 273 nm. Dans cette optiqdEreintes concentrations d’antioxydants
modéles ont été utilisées, en l'occurrence, leddeacigallique, 5-caféoylquinique et
rosmarinique ainsi que I'épicatéchine. Malgré samactere artificiel, le Trolox (analogue
hydrosoluble de ti-tocophérol,Fig. 10) a été choisi comme antioxydant de référence en
raison de son large emploi dans les méthodologissaates (ABTS, ORAg et BODIPY),
facilitant ainsi la comparaison de résultats obsgmar différents tests.
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Se pose en premier lieu, la question du mode d'puration des substances antioxydantes a
tester. En effet, les solutions aqueuses de comppbkénoliques présentent le double
inconvénient d'étre trés instabléghu et al., 2000) et de limiter I'analyse aux substances
hydrosolubles, ce qui réduit drastiquement la mgort® la méthode. Pour y remédier,
l'incorporation de l'antioxydant a été effectuéaisdorme de solution dans le méthanol, ce
dernier ayant I'avantage de solubiliser des motEscde polarité trés différentes. En outre, les
composés phénoliques en solution méthanoliquelsentplus stables qu’en solution aqueuse
(tampon phosphate), ce qui permet une conservdtgoplusieurs heures a plusieurs jours a
-20°C.

1.2.1. Aspects cinétiques

Dans un premier temps, il a été constaté que l'atigd de I'huile de tung purifiée (TAGs
purs) était plus rapide que celle de I'huile nonrifje (Fig. 43 a et b courbes
correspondantes a l'absence de Trolox). Ce comperie a été attribué a la présence de
tocophérols endogenes dans I'huile non puriff@gd80 pg/g). Par comparaison du profil
chromatographique (HPLC) des tocophérols de I'navec des standards commerciaux, nous
avons identifié la formeg8 comme étant majoritaireFi{g. 36). En termes de mécanisme
d’action, ces derniers agissent vraisemblablementtamt que briseurs de chaine de la

peroxydation lipidique en induisant une phase tintze tres faible, mais discernable.

a) Trolox + huile de tung purifiée b) Trolox + huile de tung non purifiée

100

7h

50

25

Absorbance relative (273 nm)

0<0,25<05<075<1<16<2puM 0<025<06<0,76<1<16<2puM

0 o]
0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300

Temps d’incubation (minutes)

Fig. 43. Cinétiques de chute d’absorbance a 273 nm en ebsem en présence de différentes
concentrations de Trolox en émulsion d’huile degtparifiée (a) ou non (b). Le milieu réactionnel
final contient 115 uM d’huile de tung, 17 uM dejB%, 1 mM d’AAPH et 0,25 a 2 uM de Trolox,
dans le PBS (pH 7;2) a 37°C. Aucune correctionatesbrbance de la microplaque ou du milieu n'a
été réalisée.
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D’un point de vue thermodynamique, le radical sgmiirone tocophéroxyl peut étre régénére
par des espéces réductrices ou antioxydantes, coitaseorbate ou les composés
phénoliques. Or, cette régénération potentielld penduire a des effets non-additifs surtout
dans les milieux hétérogenes de type émulsionuceeapt rendre difficile I'évaluation de la
contribution de I'antioxydant. Ainsi, comme nouavbns préalablement abordé, dans le but
de mesurer la capacité antioxydante réelle dedautes testées, les tocophérols doivent étre
éliminés de I'huile de tung afin d’éviter tout dffgotentiellement synergique ou antagoniste.
Dans la partie suivante, des expériences ont mut&mne été réalisées avec de 'huile purifiée
et non purifiée, afin de déterminer l'influence dascophérols sur le comportement

antioxydatif des substances testées.

Dans un deuxiéme temps, f&g. 43 montre que le Trolox retarde I'oxydation de I'tuidle
tung (qu’elle soit purifiee ou non) de maniére ddépendante. Cependant, d’'un point de vue
cinétique, la présence ou l'absence de tocophéadifia grandement le comportement
antioxydatif. En effet, en présence d’huile de tungifiée Fig. 439, le Trolox retarde
I'oxydation sans induire de phase de latence ditgjret semble donc se comporter comme un
antioxydant retardeur plutét qu'un pur briseur taioe. En revanche, en présence d’huile de
tung non purifiée Kig. 43b), le Trolox supprime momentanément I'oxydationretuit une
phase de latence, qui est hautement caractéristigmecomportement antioxydatif de type
briseur de chaindGoupy et al., 2007) Une fois cette phase de latence disparue, la
propagation radicalaire en chaine de I'oxydatiori’lu@le de tung (médiée par les radicaux
lipoperoxyles LOO se produit avec la méme vitesse que durant I'atigd non-inhibée par
un antioxydant. D’autre part, il est également appau’aucun autre antioxydant
(épicatéchine et acides gallique, 5-caféoylquinigueosmarinique) associé a I'huile de tung
purifiée (Fig. 44) n'induisait de phase de latence significativenarg I'existence, de maniére
analogue au Trolox, d’'un comportement de type detar plutdét que briseur de chaine. En
d’autres termes, aucun des antioxydants testéembls capable de réduire directement les
radicaux lipoperoxyles propagateurs dérivés deilehde tung LOO", réactions 40et 41),
mais semble uniquement capable de piéger les radiparoxylesinitiateurs dérivés de
'AAPH (ROQ’, réactions 38et 39).

-135 -



Résultats et discussion 1. Développement, validation et application denéthode CAT

100 100

a) Acide gallique b) Acide rosmarinique

75 75

HO,

50 HO 50

25 25

0<05<1<15<2uM 0<0,1<0,2<0,3<0,4 uM

0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300

100

¢) Acide 5-caféoylquinique

%OH 75
OH

50

d) Epicatéchine

75

Absorbance relative (273 nm)

50

25 25

Temps d’incubation (min)

Fig. 44.Cinétiques de chute d’absorbance a 273 nm en edsenen présence de différentes
concentrations d’antioxydants. Le milieu réactidnieal contient 115 uM d’huile de tung
purifiée, 17 uM de Brij 35, 1 mM d’AAPH et 0,5 au@V d’acide gallique (a), 0,1 a 0,4 uM
d’acide rosmarinique (b), 0,1 a 1,2 uM d’acide Eoglquinique (c) et 0,1 a 1,2 uM
d’épicatéchine (d), dans le PBS (pH 7,2) a 37°Ccule correction de I'absorbance de la
microplaque et du milieu n’a été réalisée.

En premiére approche, ce résultat est & mettreclation avec la polarité des molécules
testées qui sont toutes hydrosolubles a pH neidt®®, (ce qui défavorise un rapprochement
entre ces antioxydants et les gouttelettes d’hile.revanche, avec I'huile de tung non
purifiée contenant des tocophérols endogenes,lésuantioxydants ont exercé une phase de
latence significative de maniere dose-dépenddfite @5 données présentées pour l'acide

gallique et I'épicatéchine) comme précédemmentroBgeour le Trolox.
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Fig. 45.Cinétiques de chute d’absorbance a 273 nm en ebdsenen présence de différentes
concentrations d’antioxydants. Le milieu réactidnimeal contient 115 uM d’huile de tung
non purifiée, 17 uM de Brij 35, 1 mM d’AAPH et 0662 uM d'acide gallique (a) et 0,1 a
1,2 uM d’épicatéchine (b), dans le PBS (pH 7,2¥&C3 Aucune correction de I'absorbance
de la microplaque et du milieu n’a été realisée.

Ce résultat suggere que le Trolox, I'acide gallidiépicatéchine et les acides chlorogénique
et rosmarinique agissent en tant que retardeusgudls sont seuls, mais interagissent avec
les tocophérols endogénes en présence d’huile nig mon purifiée. Ainsi, lorsque les
tocophérols piégent les radicaux lipoperoxyles pgapeurs, ils sont oxydés en radicaux
semi-quinones tocophéroxyles, lesquels peuventagdliser par quatre voies réactionnelles.
La premiére consiste en umkmérisation homologue entre deux radicaux senmxapues
conduisant a la formation de produits d’oxydaticgstlipophiles comme les spirodiénones
(Patil et Cornwell, 1978)La seconde procede d’'une réaction rapide avegd@ne triplet
pour former un hydroperoxyde de nature quinoniquiepgut ensuite évoluer vers des stades
plus avancés. Enfin, les deux derniéres voies alglisation impliqueraient une compétition
pour la capture, par le radical semi-quinone, @tome hydrogéne soitl‘auile de tung soit a
une substance antioxydante. La localisation, mgaeénent la réactivité¢ de ces derniers
vis-a-vis du radical semi-quinone tocophéroxyletsias parametres qui peuvent orienter la
réaction dans un sens ou dans l'autre. Conceraamdiaktivité, il est a noter que I'énergie de
dissociation homolytique (BDE) globale des groupetmeD-H des composés phénoliques

testés est beaucoup plus faible que celle des gnoeipts C-H de 'huile de tung. Ainsi, en
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théorie et en négligeant les effets liés a la Ieatibn, la présence d’'un antioxydant pourrait
conduire a une régenération préférentielle desptuamls. Cette hypothése est fortement
suggérée par l'allongement de la phase de latencerésence de quantités croissantes
d’autres substances antioxydantes. Sur ce plarangsxydants hydrosolubles, comme les
acides phénoliques et les flavonoides, pourraishiire les tocophérols oxydés, a l'interface
huile-eau, pour régénérer les tocophérols initiaQes derniers pourraient a nouveau se
comporter comme des antioxydants briseurs de chads@ionnés a la membrane tensio-
active (voire dans la gouttelette d’huile) ou lagxgdation en chaine a lieu. De plus amples
investigations seront cependant nécessaires pdernudgéer si ce mécanisme régeénératif
conduit & un effet additif, synergique ou antagtnis

Enfin, en se focalisant plus particulierement sucds de I'épicatéchine en présence d’huile
de tung purifiee Kig. 44d), il est intéressant de noter la singularité de csegétique
d’antioxydation. En effet, aprés une décroissartativement rapide au cours de laquelle la
forme non oxydée de I'épicatéchine est censée piégeadicaux ROUOdérivant de '’AAPH,

il se produit un ralentissement (~ 60 min) jusquia point d’inflexion (~ 140 min), suivi
d'une reprise de la vitesse de peroxydation prodbela vitesse initiale. La premiere
explication a formuler pourrait étre que la réattitantioxydation de I'huile est contrélée par
la diffusion de I'antioxydant vers les centres t@&amels ; diffusion qui, dans le cas de
I'épicatéchine, nécessiterait 60 min. Cependartte dgypothése est peu probable puisque les
antioxydants et I'émulsion d’huile de tung sont-préubés sous agitation a 37°C avant
analyse. Ce comportement cinétique d’antioxydasemble plutdt caractéristique d’une
réaction composite, impliquant différentes especg®xydantes. En considérant la pente des
différentes portions linéaires de la courbe, il, et fait, probable que le(s) produit(s)
d’oxydation de I'épicatéchine visualisé(s) sur ¢tabe entre 60 et 140 min protége(nt) mieux

I'huile de tung de I'oxydation que I'épicatéchineeenéme.

1.2.2. Expression des résultats

D’un point de vue quantitatif, la maniére d’exteamne information pertinente a partir des
données analytiques est cruciale. Pour cela, plisspossibilités existent, incluant notamment
les mesures de I'aire sous la courbe (AYCaoet al., 1993) du temps d’inhibition, de la
vitesse initiale de la réaction d’oxydation de lleude tung et enfin de la concentration en
antioxydant nécessaire pour atteindre une inhibitie I'oxydation de 50 % (Kg). Parmi
elles, le calcul de 'AUC apparait comme le sewdittment fournissant une information
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globale indépendamment du mécanisme d’antioxydaBan conséquent, le calcul de 'AUC
permet la comparaison de I'efficacité d’antioxydas¢ comportant différemment, notamment
au niveau de l'induction de la phase de latences darcas des briseurs de chaine et des
retardeurs. En outre, lorsque des précisions metigues ou cinétiqgues sont nécessaires, des
parametres plus spécifiques comme la durée de daepble latence ou la vitesse initiale
peuvent également étre pris en compte.

L'utilisation du calcul de I'AUC a partir des dore® présentées sur |€gys. 43aet 44 a
permis d’obtenir des relations linéaires satisfaisa (R > 0,997) entre 'AUC nette (AUC
Echantilon — AUC giang €t la concentration molaire en antioxydant pag duatre molécules
testées précédemme(fig. 46) ce qui est un prérequis pour calculer leur valedT
(conjugated autoxidizable triene). En appliguaégliation 4 I'acide rosmarinique présente
la plus forte valeur CAT (4,57 £ 0,77 équivalenpbldox (ET)) tandis que l'acide gallique
présente la plus faible (0,43 £ 0,05 ET) ; cellesl'dpicatéchine (2,38 + 0,03 ET) et de
I'acide 5-caféoylquinique (2,39 £ 0,14 ET) étartemmédiaires.

100 1 Acide 5-caféoylquinique (X)
R2=0991

<—I

Epicatéchine (O)
R2=0,998

80
Acide rosmarinique

R?2=0.999
60

Trolox (référence)

40 R 2= 0.999

Protection nette (AUC)

20 Acide gallique

R?=0.993

Concentration (uM)

Fig. 46. Aire sous la courbe ou protection nette AUC (AW&aniilon — AUC gjand VS.
concentrations pour cing antioxydants différents lzaleurs reportées sont exprimées comme
la moyenne de trois expérimentations indépendamd@iésées sur six mois, avec trois lots
commerciaux différents d’huile de tung, cette demmiétant purifiée.
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L’étude de la relation existant entre la structm@eéculaire et la capacité antioxydante de ces

composés sera spécifiguement traitée dans le chapitvant.

1.3. CONCLUSION

En conclusion, les acides gras polyinsaturés (AGRihtenant des trienes conjugués
présentent une susceptibilité oxydative exacerlssmcaee a des propriétés d’absorption
intéressantes dans le domaine ultraviolet. Parmiesoles huiles végétales contenant ces
AGPIs particuliers, comme les acides jacariquegeradijue, catalpique, punicique ou
éléostéarique, les TAGs issus de I'huile de tungroercialement disponible renferment une
grande quantité de ces derniers (86 %), constitpantconséquent un substrat oxydable
sensible, bon marché et pertinent. En effet, eartecompte du fait que les TAGs sont
majoritairement rencontrés (& c6té des phosphe®idlans les milieux alimentaires et
biologiques, ils représentent de ce fait, 'une diédes les plus représentatives pour évaluer
I'activité antioxydante de molécules ou d’extraiégétaux. En outre, la méthode CAT emploie
un mode de détection spectrophotométrique courameraployé dans les laboratoires, et
présente également 'avantage de pouvoir étreségabur un spectrophotométre classique a
cuve ou sur lecteur de microplaques pour une ait haut-débit.

D’autre part, selorHalliwell (1990), il est délicat de distinguer si un antioxydant guar
piégeage direct des peroxyradicaux derivées de I'HMAPU par piégeage de radicaux
lipoperoxyles dérivés du substrat lipidique, ce sginble plus représentatif des mécanismes
physiologiques. Dans notre test, il est possiblalidénguer ces comportements a partir de
lallure des cinétiques d'oxydation de l'huile deng, ce qui fournit une information
pertinente sur le mécanisme antioxydatif (retardeurbriseur de chaine). En outre, dans
certains cas, l'allure des courbes semble pouwniseigner sur la contribution des produits
d’oxydation dérivés de I'antioxydant, comme le dad’épicatéchine le suggeére.

Finalement, l'utilisation d’antioxydant 100 fois ime concentré que I'huile de tung est en
accord avec la définition classique d'un antioxyda dans un deuxieme temps, implique
une compétition entre I'antioxydant et le substragydable pour réduire les radicaux libres.
Ce test semble donc particulierement bien adaptévaluation des antioxydants dans le
contexte spécifigue de I'oxydation des lipides.pdlurrait ainsi constituer a I'avenir, un
complément analytigue aux autres méthodes courameraployées et, par conseéquent,
s’inscrire dans une approche résolument multidinoemelle de I'étude des phénoménes

oxydatifs et antioxydatifs.
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2. ETUDE DE LA RELATION STRUCTURE-ACTIVITE DE COMPO SES
PHENOLIQUES SIMPLES

Au cours de I'évolution, les organismes aérobiast iblomme, se sont adaptés pour contrer
les effets délétéres du stress oxydant, notamnegriapnise en place de systemes de défense
antioxydante. En marge de ces défenses endog@ambraerd’études s’accordent aujourd’hui
sur I'importance de la contribution des antioxydaakogenes, apportés par 'alimentation,
dans la lutte contre le stress oxydant. Parmi des, composés phénoliques semblent
particulierement prometteurs en raison de leuruitécdans le regne végétal, mais également
de leurs fortes propriétés antioxydantes. Or, ueélenre maitrise de leur potentiel suppose
de connaitre les déterminants physico-chimiquda dapacité antioxydante. Pour répondre a
cette question, de nombreux auteurs ont étudiéelation existant entre la structure
moléculaire et la capacité antioxydante de ce tgpemolécules. Pour cela différentes
méthodes analytiques ont été utilisées ; la métldeleH (Venkatesan et Rao, 2000 ; Villafio
et al., 2007 ; De Pinedet al.,2007)et dans une moindre mesure la méthode ORAGant
parmi les plus employées. A linstar du test CAEs enéthodes sont adaptées a I'analyse
rapide en lecteur de microplaques, les rendantfmutopriées pour le criblage a large échelle
et a haut débit de substances antioxydantes aadictlaires.

La méthode DPPH proposée paiois (1958) puis améliorée paBrand-Williamset al.
(1995) est basée sur l'utilisation d’'un radical libre ldea et artificiel, le 2,2-diphényl-1-
picrylhydrazyl, dont les propriétés spectrales smifestent par une forte absorption dans le
domaine visible a 515 nm. La seconde méthode, QRACELE développée p&lu et al.
(2001) et emploie un sel disodique de fluorescéine comuisstgat oxydable fluorescent
(Rex: 490 nmiery 515 nm). Afin de comparer le test CAT avec ces daagthodes existantes,
la capacité antioxydante de dix composés phéndiq(ecides gallique, férulique,
protocatéchique, caféique, chlorogénique et rosnoure, ainsi que les flavonoides
guerceétine, myricétine, épicatéchine et catéchifg). 47) a été évaluée par les tests DPPH,
ORACq_ et CAT. L'objectif a été d’établir pour chaque mmd@te une relation entre la
structure moléculaire et la capacité antioxydante amtiradicalaire. Pour faciliter la
comparaison, les résultats ont été exprimés en sndkéquivalents Trolox par mole de
composeé testé (équivalent Trolox, ET). Il est aenajue l'expression des résultats en
équivalent Trolox induit une variabilité accrue d@ésultats, puisqu’a I'erreur de mesure

associée a la molécule testée, vient s’ajoutee celirespondant au Trolox.
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Acide gallique Acide protocatéchique Acide 5-caféoylquinique

HO, o o)
2 HO =
HO 0
OH OH HOOC
HO N
HO

HO , OH
OH

o]
Acide rosmarinique
/ O
HO OH k
0] o]
N OH
MeO
_ OH
OH
HO
HO

Catéchine

Fig. 47.Structure moléculaire des composés phénoliqueasstest
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2.1. METHODE CAT

Pour tenter d’établir une relation entre la struetmoléculaire et I'activité antioxydante de
molécules phénoliques, dix composés modeles ordvé&ti@iés par la méthode CAT. Il s’agit
de l'acide férulique (1,20 + 0,29 ET), de|la myting| (1,32 + 0,31 ET), de l'acide
protocatéchique (1,70 £ 0,38 ET), de l'acide cafeiqZ,14 + 0,20 ET), de la catéchine

(2,62 + 0,61 ET) et de la quercétine (3,48 £ 0,29, Enais également de l'acide gallique
(0,43 £ 0,05 ET), de I'épicatéchine (2,38 + 0,03 Hie I'acide 5-caféoylquinique (2,39+ 0,14
ET) et de I'acide rosmarinique (4,57 + 0,77 ET) des résultats ont déja été présentés dans
le chapitre précédenfig. 48).

2.1.1. Analyse globale

Dans un premier temps, il semble clair que I'orfedficacité antioxydante est gouverné par
la présence de structure catéchol, puisque lesesdigllique et férulique ainsi que la
myricétine qui ne possédent pas une telle strucamet les plus faibles antioxydants, suivis
des 6 composés comportant une structure catécfiobment, de I'acide rosmarinique seul

composeé a en présenter deux.
®-OH Enol Catéchol LogD

Gallique f 0,43 - ---m oo > 3 0 0 -2,47
Férulique -‘:I—| 1,20 ==--===mmmmmmmmmmmmem—eoomeoooo- » 1 0 0 -1,03
Myricétine -:|—| 1,32 =m-mmmmmmmmsmmsoseosooooooooooo- > 5 1 0 -0.95
Protocatéchique 1 F—1,70 ------mmmmmmm e » 2 0 1 -2.19
Caféique - | 2,04 - > 2 0 1 -1.18
Epicatéchine - H 2,38 -----mm oo > 4 0 1 0.46
5-CQA 1 H 2,39 -----mcmi e > 2 0 1 -1.32
Catéchine - F—262 ---- - > 4 0 1 0.46
Quercétine ] }— 348 ---------------- » 4 1 1 0.3
Rosmarinique - —— 457 ---» 4 0 2 -1.17
0 ) ’ s 4 s 6

Valeur CAT (mol équivalent Trolox/mol composé )

Fig. 48.Capacité antioxydante de dix composés phénolidéesminée par la méthode CAT.
L’acide 5-caféoylquinique est cité sous le termeGA.

- 144 -


http://www.rapport-gratuit.com/

Résultats et discussion 2. Etude de la relation structure-activité de carsis phénoligues simples

Une régression linéaire entre la valeur CAT etdenbre de structure catéchol confirme une
influence hautement significativevgleur de Fischer (F): 33,6 probabilité associée
0,0004 ;R?: 0,81) de ce paramétre structural. En termesédetivité, I'importance de la
structure catéchol est souvent expliquée par lidsdment d'une liaison hydrogene
intramoléculaire entre le radical (issu de la ruptlhomolytique de la liaison O-H) et
I'hydroxyle phénolique adjaceiiBantos et Simoe4998 ; Wrightet al.,2001) Cette liaison
stabiliserait I'état radicalaire et, par définitjogduirait I'énergie de dissociation homolytique
(BDE) des groupements hydroxyles phénolidties

Toutefois, le fait que 6 composés présentant la enéstructure catéchol (acides
protocatéchique, caféique, 5-caféoylquinique, téfpéchine, la catéchine et la quercétine)
exercent des valeurs CAT différentes, montre alaénet que ce parameétre n’est pas le seul a
gouverner la capacité antioxydante. Cette obsemvagst a mettre en relation avec
I’hypothese deCuvelieret al. (2000)selon laquelle la structure moléculaire seule menpe
pas de prédire l'activité antioxydante dans un euilmultiphasique comprenant une phase
agueuse et une phase huileuse. En effet, il semdessaire de considérer la polarité ou
'hydrophobie afin de renseigner la question reltia la localisation physique de
'antioxydant dans un milieu compartimenté. Danteceptique, la valeur théorique tbg P

(log du ratio de partition entre I'octanol et I'gaest souvent utilisée. Or, ce parametre
théorique n’est pertinent en milieu agqueux quegoesles antioxydants sont présents sous leur
forme neutre. Dans le cas du test CAT, réalisé agidre (7,2), la fonction carboxylique des
acides phénoliques (acides gallique, férulique¢igak, chlorogénique et rosmarinique) est
trés majoritairement dissociée, conférant a cesoutds un fort caractére hydrophile. Dans
ce cas, l'utilisation d’'un coefficient de partitigmnienant en compte les formes ionisées de la
molécule s’avere nécessaire. lag D théorique représentant le logarithme du ratio de
partition entre I'octanol et 'eau des formes nestet ionisées d’un compose - et prenant donc
en compte l'influence du pH sur la partition - a g@nséquent été calculé pour chaque
composé testd-{g. 48 au moyen de la procédure ChemSilico mentionnée tiasection 2.7
matériels et méthodes. Une régression linéaireedativaleur CAT et la valeur deg D
indigue que ce parametre de localisation n’est gigsificativement impliqué dans le
déterminisme de [l'activité antioxydante indépendanimd’autres parameétred- ( 2,3 ;
probabilité associée 0,16 ;R : 0,23). Néanmoins, lorsqu’une régression linéageréalisée
entre(i) la valeur CAT d’une part €li) le nombre de structure(s) catéchol(s) associ@es)

16 Notons que I'établissement d’une telle liaison rogne est également & I'ceuvre pour la
structure pyrogallol rencontrée pour I'acide galécpu la myricétine.
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valeur delog D d’autre part, une influence hautement signifieat{# : 24.6 ; probabilité
associée 0,0007 ;R : 0,87) de la combinaison de ces deux facteurdésttée. L'équation
qui décrit 87 % de l'information renfermée dansveteurs CAT peut étre exprimée comme

suit @quation 20 :

Valeur CAT =1,26+ 1,56x nombre catéchol #,31x log D Eq. 20

Cette équation est bien évidemment simpliste, pluse activité multifactorielle comme la
valeur CAT est difficilement exprimable par deuwctiurs uniques. Cependant, la forme
générale de I'équation est intéressante, car iagdpun parametre de réactivité (nombre de
catéchol) et un paramétre de localisation par rdpgo substrati¢g D). Se profile ainsi une
formule que nous postulons étre commune a touarldexydants, et qui associerait a leur
réactivité intrinseque vis-a-vis des radicaux liyrane probabilité pour que cette réactivité
s’exprime. Cette probabilité d’expression seraihgpalement gouvernée par la localisation
de I'antioxydant par rapport au substrat oxydable.

Par ailleurs, compte tenu de la difficulté d’isdleffet propre de chaque parameétre structural
sur I'ensemble des molécules, il nous a sembléciguak, dans un deuxiéme temps,
d’approfondir cette analyse par famille de compogkénoliques (acides phénoliques et

flavonoides).

2.1.2. Etude spécifique des acides phénoliques

Le fait que la valeur CAT de l'acide gallique, cemant une structure pyrogallol (trois
hydroxyles phénoliques adjacents), soit environtrguéois plus faible que celle de son
homologue (acide protocatéchique) présentant umetste de type catéchol témoigne de
limportance de ce parametrBig. 49. Ce résultat est de prime abord surprenant paisgu
calcul au niveau B3LYP/6-311G++(3df, 3pd) de laotie de la fonctionnelle de la densité
montre que le pyrogallol, a partir duquel dérivacide gallique, présente une BDE (289,4
kJ/mol) inférieure a celle du catéchol (312,8 kljm@ partir duquel dérive l'acide
protocatéchiquéThavasiet al., 2006) Les valeurs CAT peuvent néanmoins s’expliquer du
fait que l'acide gallique est un réducteur plusspant que l'acide protocatéchique. Aussi
pouvons nous avancer I'hypothése que l'acide gadligst susceptible — en marge de son
action antioxydante vis-a-vis des radicaux libregi)—de réduire I'oxygene moléculaire
(autoxydation) et de former des espéces partieheméduites de I'oxygenéi) et/ou de

réduire F& en Fé*, ce dernier étant un oxydant de type Fent@adtion 5. Ces voies
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réactionelles que nous pouvons qualifier de « gasas présentent donc un double
inconvénient au regard de la capacité antioxydantdui de générer des especes qui vont
accentuer le processus oxydatif, mais égalementi @ consommer prématurément
I'antioxydant le rendant donc indisponible pourtgger le substrat oxydable. A cet égard, il
est généralement admis que les composés contemastructure catéchol ou pyrogallol ne se
comportent pas uniguement en tant qu’antioxydangss peuvent étre facilement oxydés par
I'oxygene moléculaire pour former des especes inacte 'oxygéne (EROgMiura et al.,
1998) De nombreuses études soulignent ainsi gu’en condde pH neutre ou basique, les
composeés baseés sur un squelette pyrogallol sostsuisceptibles a I'autoxydation que leurs
homologues contenant une structure caté@ialra et al., 1998 ; Mochizukiet al., 2002 ;
Roginsky et Alegria, 2005 Ce constat est d’ailleurs & rapprocher du famumilieu neutre

ou basique, certains composés phénoliques présentiae structure pyrogallol
(épigallocatéchine et épigallocatéchine gallateht sbeaucoup moins stables que des
composés phénoliques présentant une structurehcatéemme I'épicatéchinézhu et al.,
1997) Enfin, en marge de ces effets électroniques, ltamidid’'un hydroxyle phénolique
supplémentaire s’accompagne d’'une légere augmemtdé I'hydrophilie kog D : -2,47) par
rapport a l'acide protocatéchiquéod D: -2,19) et donc d'un éloignement de la phase
lipidique. Or, de toute évidence, dans un systemelsionné tel que rencontré dans la
méthodologie CAT, seul un piégeage des peroxyragiéaproximité des gouttelettes d’huile
de tung permet de protéger le substrat oxydablBodgdation. Notons néanmoins qu’une
telle influence semble improbable puisque, commasniaborderons dans l'analyse des
résultats obtenus avec la méthode ORA(our laguelle Idog D ne semble pas exercer
d’effets), le méme ordre d'efficacité antioxydanée été observé entre les composés

phénoliques renfermant une structure pyrogallokeeix comportant une structure catéchol.

Acide gallique
Acide protocatéchique Acide caféique
N
i : @)
i ; OH
lH_Q__:
Structure pyrogallol Structure catéchol

Fig. 49.Structure moléculaire des acides gallique, praémtague et caféique.
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Par ailleurs, il semble que I'acide caféique exenve capacité antioxydante supérieure a celle
de l'acide protocatéchiqueFig. 48). Il est généralement admis que la présence dune
insaturation entre la fonction acide carboxyliquelee cycle phénolique (cas de l'acide
caféique) permet d’étendre la délocalisation ébeitjue de I'électron non apparié par rapport
a la présence d’'un acide carboxylique directemebstgué sur le cycle aromatique (cas de
'acide protocatéchique). En outre, la plus fort@rophilie de I'acide protocatéchique (log
D: - 2,19) par rapport a I'acide caféique (log B1,18) devrait, en théorie, défavoriser ce
dernier en termes d’efficacité antioxydante. Tonigef le recouvrement des écart-types
associés a leur valeur CAT ne permet pas de candeimaniére indubitable sur la différence

d’activité entre les acides hydroxybenzoique etrtygcinnamique.

Acide caféique Acide 5-caféoylquinique
o]
/ @)
OH
HO o =
HOOC 5
HO OH
1 4
HO , OH OH
OH

Fig. 50.Structure moléculaire des acides caféique et &egdduinique.

De maniere analogue, la différence des valeurs @A3 acides caféique (2,14 ET) et
5-caféoylquinique (2,39 ET) soufre également d'uanque de significativité et ne permet pas
de conclure sur un éventuel avantage (tres modgsefonfererait un motif quiniqué&igs.

48 et 50.

2.1.3. Etude spécifique des flavonoides

En premier lieu, la moindre activité antioxydanee ld myricétine (flavonol) comparée a la

guercétine (flavonol), mais également par rappaxtfiavan-3-ols (épicatéchine et catéchine)
(Fig. 48), témoigne du réle primordial de la structure geetcatéchol dans le déterminisme
de la capacité antioxydante. En d’autres termesréseltat rend compte de linfluence

négative de la présence d’'un groupement pyrogétaois hydroxyles phénoliques adjacents)
par rapport au groupement catécheig( 51). Comme nous I'avons préalablement abordé
pour les acides phénoliques, I'une des hypothésesildes pour expliquer ce résultat pourrait

étre que le groupement pyrogallol constitue un legilréducteur de I'oxygene moléculaire
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gue la fonction catéchdMiura et al., 1998 ; Mochizukiet al., 2002 ; Roginsky et Alegria,
2005) Ce type de réduction serait ainsi a I'origine dddanation d’EROs qui vont a leur
tour oxyder I'huile de tung. Un tel mécanisme deddailleurs favorisé par la présence
eventuelle de métaux de transition a I'état deesatans le tampon phosphate, ainsi que par
les conditions de pH neutre rencontrées dans laadétCAT. Notons également que de telles
réactions présentent linconvénient supplémentasle consommer prématurément

I'antioxydant, le rendant donc indisponible pount@ger I'huile de tung.

Flavan -3-ols
(épicatéchine et catéchine)

Quercétine

Fig. 51. Structure moléculaire des flavan-3-ols (épicatéelat catéchine), de la quercétine et
de la myricétine.

En marge de la réactivité, les effets liés a lalisation de I'antioxydant sont également a
prendre en compte. Dans ce contexte, il ne peet &arté que la plus faible efficacité
antioxydante de la myricétine comparée a la quieksét I'épicatéchine et a la catéchine
provienne de l'augmentation de la polarité due addition d’'un hydroxyle phénolique

supplémentaire. Cette augmentation de la polare ansi supposée conduire a un
éloignement de la myricétine vis-a-vis du substegtdable que constitue I'huile de tung, et

par conséquent, a un piégeage préférentiel degyraricaux dans la phase aqueuse.

Sur un autre plan, la forte activité antioxydanédalquercétine par rapport a ces homologues
de la famille des flavan-3-ols (épicatéchine eéclaine) démontre I'importance de la double
liaison G-C3 sur I'hétérocycle C en conjugaison avec la fomcti@tone en position 4 du
méme cycle. En effet, cette configuration est sgppcétendre la délocalisation de I'électron
non apparié résultant de la cession de I'atomeduggdre le plus labile, c'est-a-dire celui porté
en O4' (Trouillas et al., 2006) jusqu’a la fonction 4-oxo du cycle Bors et al., 1990) En
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corollaire, une telle extension de la délocalisattectronique augmente le nombre de formes
mésomeres du radical quercétyle. Notons cepend&ntan Ackeret al. (1996 b)ont calculé
que la densité de spin était essentiellement k@alsur I'atome d’oxygéne impliqué dans la
rupture homolytique d’un hydrogene. D’apres leuicaathéorique, 84 % de la densité de
spin totale serait localisée sur I'atome ORig( 52, minimisant de ce fait I'importance de
I'extension de la délocalisation induite par la bleuliaison et la cétone de I'hétérocycle C,
puisque I'électron non apparié y serait faiblemeé#gtocalisé. Cela est pour le moins
surprenant, puisque la structure délocalisée dqukrcétine était jusqu’alors tenue pour

responsable de la stabilisation du rad{ate-Evanset al.,1996 ; Borst al.,1990)

Radical quercétyle (a) A 0.67
OH
285 , 4,85 84,00 Flavan-3-ols (b)
’ y 3 A/ ( L, . , . , .
0,03 , (0] (épicatéchine et catéchine)

Fig. 52. Distribution de spin (%) du radical quercétyleéprupture homolytique de la liaison
O4’-H (a). D’apresvan Ackeret al. (1996 b) Structure chimique des flavan-3-ols comme
I'épicatéchine et la catéchine (b).

Si I'hydrogéne le plus labile des flavan-3-ols (&péchine et catéchine) est également en
O4’, 'argument d’'une meilleure délocalisation éteaique pour la quercétine peut sembler
discutable. Dans le cas théorique ou la meillediieagité de la quercétine n'implique pas
une meilleure délocalisation par la présence diolile liaison et/ou du groupement 4-oxo,
ces derniers pourraient tout de méme jouer unendlmrmant une fonction énol en position 3
de I'hétérocycle C, alors que la catéchine et tagchine présente une fonction alcool
secondaire sur cette positidaid. 52). Ainsi, d’aprésTrouillaset al. (2006)la fonction énol
en position 3 présente une BDE intermédiaire elesehydroxyles du cycle B et ceux du
cycle A. Le classement par ordre croissant des BidHa quercétine a été établi comme suit :
0O*-H (cycle B)< O°-H (cycle B)< O>-H (énol de I'hétérocycle C¥ O'-H (cycle A)< O-

H (cycle A); les énergies associées étant comprises entde6+e? + 88,6 kcal/mol. Lors de
'abstraction d’'un hydrogéne sur la fonction éneDB, la densité de spin se répartit aussi

bien sur 'atome oxygéne *Qque sur I'atome de carboné®,Qpouvant expliquer ainsi la
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réactivité de la quercétine sur ce site particul® résultat est a mettre en relation avec ceux
obtenus pakKano et al. (1994) et Dangleset al. (1999 a et b)ndiquant que le mécanisme
antioxydatif de la quercétine implique I'hétéroay€ pour donner lieu a une forme quinone.
Comme le reporteRussoet al. (2000) cette situation ne peut avoir lieu si la rupture
homolytique met en jeu le groupé’G-H, mais devient possible dans le cas d’'une oessi
d’atome hydrogene du groupe énolique en positiate 3’'hétérocycle C. En corollaire, la
présence de l'insaturation®C* et de I'nydroxyle en position 3 ne semble pas tager la
guercétine par rapport a I'épicatéchine et a ladanhe lors de la premiere cession d’'un atome
hydrogéne impliquant le groupé’O-H. Par contre, dés que la rupture homolytiqliew sur
I'énol en position 3, ces parametres structurawésgmtent un double avantage : celui bien
évidemment de constituer un groupement énol ef delpermettre une bonne délocalisation
électronique de la forme radicalaire résultantairrfivant ce raisonnement, la quercétine ne
serait pas plus efficace que les flavanols lorsafeintroduction dans le milieu réactionnel du
test CAT, mais le deviendrait lors de la rupturembtytique de I'énol qui aurait
vraisemblablement lieu lors de la troisieme actamtioxydante d’'aprés les calculs de
Trouillaset al. (2006)

2.2. METHODE ORACH

La méthode ORAG est un test de détermination de l'activité antoeyte basé sur les
propriétés de fluorescence du sel disodique dedbogine. Cette sonde fluorescente émet
vers 515 nm suite a une excitation vers 490 nms maid ses propriétés spectrales une fois
oxydée par des peroxyradicaux générés par 'AAPHnédeu aqueux tamponné (pH 7.4) ;
cette chute de fluorescence étant enregistréeretido du temps dans une microplague noire
de 96 puits. Lorsqu’un antioxydant est ajouté, téauction des peroxyradicaux a lieu, les
rendant indisponibles pour oxyder la fluorescéice,qui se traduit par un ralentissement
dose-dépendant de la chute de fluorescence.

Dans le but d’établir une relation entre la stroetmoléculaire et I'activité antioxydante de
molécules phénoliques, 10 composés modekeg. (47), préalablement analysés par la
méthode CAT, ont été soumis a la procédure ORACes valeurs listées sur Eg. 53
s’échelonnent comme suit : acide gallique (1,144 @quivalent Trolox, ET) < myricétine
(3,29 £ 0,83 ET) ~ acide férulique (3,46 £ 0,21 ET)acide 5-caféoylquinique (3,71 *
0,46 ET) < acide protocatéchique (5,32 + 0,58 ETacide caféique (5,47 + 0,34 ET) <
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épicatéchine (7,55 + 0,41 ET) < catéchine (8,3326 ET) ~ acide rosmarinique (8,35 + 1,17
ET) ~ quercétine (8,67 = 0,63 ET).

®-OH Enol catéchol

Galligue [ 104 ---mmmmmmmm oo > 3 0 0
Myricétine - 13,29 o mom oo T > 5 1 0
Férulique | H 346 --------mmmmm e > 1 0 0

5-CQA - FH 3,71 --cmmmmmmemee e fe e » 2 0 1
Protocatéchuique - 5,82 <= m - mm e > 2 0 1
Caféique - H 5,47 - ----mmme e > 2 0 1
Epicatéchine - N > 4 0 1
Catéchine - F—8,33--------- » 4 0 1
Rosmarinique - F—8,35--------- »> 4 0 2
Quercétine - | 8,67 ---------- > 4 1 1

o 2 4 & 8 10 1

Valeur ORACE_ (mol équivalent Trolox/mol composé )

Fig. 53. Capacité antioxydante de dix composés phénoligigeerminée par la méthode
ORAC:,. L'acide 5-caféoylquinique est cité sous le teBREQA.

2.2.1. Analyse globale

Globalement il est évident que le nombre d’hydregybhénoliques n’est pas impliqué dans le
déterminisme de l'activité antioxydante telle quesnorée dans la méthode ORACEN effet,
'acide gallique présentant trois hydroxyles phénes est presque 2,5 fois moins efficace
gue l'acide féruligue présentant un seul hydroxénolique. De méme la myricétine qui
posseéde le plus grand nombre de OH exerce paursilltune des plus faible capacité
antioxydante. Une régression linéaire établie ern&revaleur ORAG. et le nombre
d’hydroxyles phénoliques confirme I'absence d’effegnificatif de ce parametre structurel
(F : 1,65 ; probabilité associée : 0,23 ; R2: 0)17

En considérant en revanche le nombre de strucjuca{échol(s), une influence hautement
significative a été mise en évidende: (11,88 ; probabilité associée : 0,009 ; Rz : @),6En
effet, ce sont les trois molécules exemptes detsirel catechol qui ont exerceé les plus faibles

valeurs ORAG, les autres composeés phénoliques en possédardias ame.
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2.2.2. Etude spécifique des acides phénoliques

De maniere analogue a la méthodologie CAT, I'agdklique exerce la plus faible capacité
antioxydante. Ce résultat montre que la présenamed’structure pyrogallol abaisse
drastiquement la capacité antioxydante par rappedn homologue présentant une structure
catéchol (acide protocatéchique). Cet effet semelsldusivement lié a la réactivité de la
molécule. Effectivement, les effets lies au caractéydrophile légerement plus élevé de
I'acide gallique par rapport a I'acide protocatégld ne semblent pas entrer en jeu dans un
systeme homogéne aqueux tel que rencontré dangtlrodologie ORAG. En revanche,
nous pouvons avancer I'hypothése, en accord aga@seiltats expérimentaux eura et al.
(1998) Mochizukiet al.(2002)et Roginsky et Alegria (2005Que les composés phénoliques
renfermant une structure pyrogallol sont de meilggéducteurs de I'oxygéne moléculaire que
les molécules comportant une structure catéchol.c®dait, les composés basés sur un
squelette pyrogallol sont supposés produire dagentd EROs que leurs homologues
renfermant une structure catéchol, ces EROs popanit suite accentuer I'oxydation de la
fluorescéine. D’autre part, l'autoxydation des cosgs « pyrogalloliques » va
nécessairement conduire a une consommation prégeaierces antioxydants.

Concernant les acides hydroxycinnamiques, I'acéalique qui ne posséde pas de structure
catéchol exerce une capacité antioxydante plutefaille ses homologues présentant une telle
structure. En revanche, le fait que la valeur ORAdR I'acide caféique soit significativement
plus forte que celle de l'acide 5-caféoylquinigust plus délicat a expliquer. En effet, en
termes de cession d'un atome hydrogéne, la prés#noegroupement a effet mésomere
attracteur d’électron comme la chaine latérale -CH-OOR conduit généralement a une
augmentation de la BDE des liaisons O-H associgasgles, 2006)Or, les acides caféique
et 5-caféoylquinique possédent tous les deux chtiéne latérale a effet mésomere attracteur
d’électron Fig. 54). En revanche, si I'on admet que la dissociatieriadfonction acide induit
une diminution de cet effet mésomégaito et Kawabata, 2006) devient alors plus aisé de
conclure a la réactivité supérieure de I'acide iqai@ par rapport a I'acide 5-caféoylquinique,

la fonction acide de ce dernier étant impliguéesdare liaison ester avec I'acide quinique.
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Acide caféique ' o
Acide 5-caféoylquinique

HOOC -

1

HOS | OH
OH

OH

Fig. 54. Structure moléculaire des acides caféique et &egdduinique. L’insert grisé
correspond au groupement a effet mésomere attrattdactron.

Par ailleurs, comme nous l'avons préalablement rgbsavec la méthode CAT, aucune
différence significative n’a été constatée entsedeides protocatéchique et caféique. Enfin,
'acide rosmarinique présentant deux structuregctetls exerce une capacité antioxydante
beaucoup plus élevée que I'ensemble des autregsaghénoliques, démontrant ainsi a

nouveau, I'importance de la structure catéchol.

2.2.3. Etude spécifique des flavonoides

Si dans la méthode CAT la quercétine exercait wapacdté antioxydante significativement
plus forte que la catéchine, cet ordre d’efficae#&moins flagrant avec la méthode ORAC
comme en témoigne le recouvrement des écart-typssci@s aux valeurs pour ces deux
flavonoides. L’épicatéchine présente, quant a elie, valeur ORAG inférieure a celle de la
guercétine, bien que la différence soit tres made€r comme nous l'avons abordé
précédemment, la présence d’'une insaturatie@iassociée a la fonction énol en position 3
de I'hétérocycle C pour la quercétine, est suppbaséeonférer un avantage déterminant sur
les flavan-3-ols en termes d'effet antioxydant. @eanées semblent confirmer I'hypothese
formulée pavan Ackeret al. (1998 b)selon laquelle la structure du cycle B déterminera
majoritairement l'activité antioxydante ; la configtion des autres cycles ayant
vraisemblablement peu d’influence.

D’autre part, il apparait sur lgig. 53 que la myricétine exerce une capacité antioxydante
beaucoup plus faible que la quercétine, alors gsdlavonols ne different entre eux que par
la présence d’une structure de type de catéchsldeda quercétine) ou pyrogallol (cas de la
myricétine) sur le cycle BHg. 55. Ce résultat étend aux flavonoides I'observation,
préalablement établie sur les acides hydroxybenesigque ce soit avec la méthode CAT ou
ORACk), que la substitution d’'une structure catéchol ya structure pyrogallol conduit a

une diminution drastique de la capacité antioxyelaaliors méme que de maniére paradoxale,
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cette substitution conduit a une augmentation dm@pacité réductrice. Ce paradoxe n’en est
plus un si I'on considére que I'avantage conféné @mposés « pyrogalloliques » d’'une plus
forte capacité réductrice vis-a-vis des radicabxeb, est contrebalancé par l'inconvénient
d’une plus forte génération d’especes reactiveloaggene induite par une augmentation de
la capacité a réduire I'oxygene moléculaire. Cetibservation conduit donc a établir une
distinction franche entre la capacité antioxydasitda capacité réductrice, lesquelles sont
pourtant fréquemment considérées comme étant dgotea. Ainsi, d’aprés la définition de
référence donnée phtalliwell et Gutteridge (1995un antioxydant est une substance qui,
en faible concentration par rapport au substrathile ou prévient I'oxydation de ce
dernier » De ce point de vue, la capacité antioxydanteewt pas étre simplement ramenée a
la capacité réductrice, mais plutdt a la capacipkcdéger un substrat oxydable, ce qui peut
s’averer complétement différent. Selon cette adoeptles termes « antioxydant » et
« protecteur de substrat oxydable » sont de parggitonymes. Ainsi, un réducteur fort n’est
pas forcément un « protecteur » puissant et don@antioxydant puissant. En effet, un
composé doté d'une forte capacité réductrice vegres sa capacité antioxydante augmenter
avec sacapacité a réduiredes especes oxydantes (comme les peroxyradicanerggepar
'AAPH), mais verra également sa capacité antioryeaiminuer avec seapacité a réduire
des espéces « faiblement » oxydantes F&"...) en espéces « fortement » oxydantes (ERO,
Fe*...). Entre autres paramétres d'influence, la capaeintioxydante peut donc étre
considérée comme la résultante des effets inhémntsdifférents processus de réduction
ayant lieu dans un systeme considéré, certainstal@ns le sens d’'une amélioration de la
capacité antioxydante (au sens de protection dilbstsat oxydable), d’autres en revanche
diminuant cette capacité.

Structure catéchol Structure pyrogallol

Fig. 55.Structure moléculaire de la quercétine et de leaéine.
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2.3. METHODE DPPH

La méthode DPPH est un test de détermination dévité antioxydante utilisant un radical
libre artificiel et stable, le 2,2-diphényl-1-pitiydrazyl (DPPH). Ce radical libre centré sur
'azote (Fig. 19) présente la particularité d’absorber dans le doenaisible & 510-520 nm. Le
principe général de ce test repose sur la chutesdiation du DPPHpar réduction de son
état radicalaire par un antioxydant.

Pour tenter d’établir une relation entre la streetmoléculaire et I'activité antiradicalaire de
molécules phénoliques, 10 composés modeles (ptéalabt analysés par les méthodes CAT
et ORAG\) ont été soumis a la procédure DPPH. Les valeigiéek sur laFig. 56
s’échelonnent comme suit : acide férulique (0,68,&7 équivalent Trolox, ET) < acide
caféique (1,70 = 0,15 ET) < acide gallique (2,6@,39 ET) < acide protocatéchique (2,71 *
0,14 ET) < catéchine (2,88 = 0,2 ET) < acide 5-gglffuinique (2,95 + 0,22 ET) <
myricétine (2,97 + 0,24 ET) < épicatéchine (3,13,#5 ET) < quercétine (3,63 £ 0,35 ET) <
acide rosmarinique (4,36 £ 0,12 ET).

®-OH Enol Catéchol

Férulique -:|-| 0,63 === - == > 1 0 0
Caféique - FH 1,7 ——mmmmmm e » 2 0 1
Gallique | 2,64 --------m e » 3 0 0
Protocatéchique - 271 ----------ommm - » 2 0 1
Catéchine - FH 2,88 -----mmmmmmmeeeeo o > 4 0 1
5-CQA - F—2,95--------mmmmeee - > 2 0 1
Myricétine - F— 2,97 -----------m-m- - > 5 1 0
Epicatéchine - FH 313------------------ > 4 0 1
Quercétine 1 F—363----------- > 4 1 1
Rosmarinique - H436----- > 4 0 2
0 1 2 3 4 5

Valeur DPPH (mol équivalent Trolox/mol composé)

Fig. 56. Capacité antioxydante de dix composés phénoligiéeerminée par la méthode
DPPH. L’acide 5-caféoylquinique est cité sous tene5-CQA.
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2.3.1. Analyse globale

De prime abord, en se focalisant sur les deux mséque constituent les acides férulique et
rosmarinique, il semble que la capacité antiradicaimesurée par le test DPPH soit gouvernée
par le nombre d’hydroxyles phénoliques. En effatidle férulique qui renferme le plus faible
nombre d’hydroxyles aromatiques (un) exerce la faide valeur DPPH (0,63 TE), tandis que
I'acide rosmarinique présentant quatre hydroxylepliques exerce la plus forte valeur DPPH
(4,36 TE). Cependant, 'examen des valeurs inteiairéd démontre clairement que la tendance
n'est pas exclusivement gouvernée par le nombrgddixyles phénoliques. Ce constat est
particulierement frappant si I'on considere le dasl'acide 5-caféoylquinique (2 OH) qui
exerce une activité antiradicalaire similaire adtéchine (4 OH). Notons également que 'acide
galligue contenant trois hydroxyles phénoliquesr@xeune activité antioxydante similaire,
sinon moindre par rapport a l'acide 5-caféoylquikicgqui en contient deux. La régression
linéaire établie entre les valeurs DPPH et le nemtbhydroxyles phénoliques confirme
'absence de significativité de ce parametre smatiF : 9,13 ; probabilité associée : 0,01 ;
R2: 0,53) La prise en compte de I'hydroxyle énolique enitiwos 3 de I'hétérocycle C
(quercétine et myricétine) associée aux hydroxpteEmnoliques abaisse méme la significativité
(F : 6,7 ; probabilité associée : 0,03 ; R2: 0,4Be maniére analogue au nombre d’hydroxyles
phénoliques, une régression linéaire établie datrdmbre de structure catéchol et les valeurs
DPPH n’a montré aucune significativi{fé : 5,3 ; probabilité associée : 0,05 ; R?: 0,40)

En définitive, I'analyse globale des déterminartiggicochimiques de l'activité de piégeur de
radicaux DPPHne permet pas d’isoler I'effet propre de certdawteurs, ce qui limite I'étude
de la relation structure-activité. De ce point de,vune analyse comparative au sein d’'une
famille de composés phénoliques, permettrait éedletnent d’affiner cette relation, mais
surtout de limiter le nombre de facteurs confonduss deux parties suivantes seront donc
consacrées a l'analyse des acides phénoliquesseflad®noides. Enfin, dans une troisieme

section, I'analyse stcechiométrique des composéamphees sera plus spécifiquement abordée.

2.3.2. Etude spécifique des flavonoides

Concernant les flavonoides, la forte activité adlicalaire de la quercétine par rapport a ces
homologues de la famille des flavan-3-ols (épidatéx et catéchine) est probablement a
rapprocher de la faible BDE de la fonction énopesition 3 de I'hétérocycle G-ig. 57). La
plus faible activité de la myricétine par rappotaa@uercétine montre quant a elle l'influence

négative de lI'addition d’un hydroxyle phénolique atho de la fonction 3’,4’-dihydroxy du
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cycle B. Cependant, contrairement aux résultatsnoist avec les méthodes CAT et ORACa
substitution de la structure catéchol par une stregyrogallol n'induit pas une chute importante
de la capacité antioxydante. Comme nous I'avonalgdsement postulé, la moindre efficacité
antioxydante des composés basés sur une strugtagafiol par rapport a ceux comportant une
structure catéchol, est probablement a mettrelatioreavec la plus forte capacité réductrice des
composés « pyrogalloliques » par rapport a leurmdtmgues « catécholiques ». Cette forte
capacité réductrice est en effet supposée acclaigyénération d’espéces réactives de I'oxygéne
par réduction de I'oxygéne moléculaire et des gatme cations métalliques. Or, il est surprenant
d’'observer que dans le milieu DPPH, la substitudame structure catéchol par une structure
pyrogallol ne s’accompagne pas d’'une diminutiorsiadiastique de la capacité antioxydante que
celle observée avec les méthodes CAT et ORAEN effet, le test DPPH étant réalisé en milieu
méthanolique dans lequel 'oxygéne est plus solgbéedans I'eau, une plus forte contribution de
la réduction de l'oxygéne en ERO est supposée dimit De surcroit, les plus faibles
températures rencontrées dans la méthode DPPH)(R&fCapport a celles employées pour les
méthodes CAT et ORAL (37°C) doivent en théorie accroitre la solubil@atde I'oxygene et
donc les quantités d’'EROs produites, puisqu’ilagihis que la solubilité de 'oxygéne augmente
lorsque la température diminue. A 'opposé de m®nmement, la réduction des traces de cations
métalliques permettrait d’expliquer que le passdgme fonction pyrogallol a une fonction
catéchols’accompagnel’une plus faible diminution de I'activité antioxydante dans la méthode
DPPHcomparéauxméthode£ AT et ORAG,. Il est en effet vraisemblable gu'il y ait moirns d
tracegnétalliqguesiande méthano(milieu DPPH)qu’en milieu aqueux (CAT et ORAQ.

Notons toutefois que ces hypothéses sont peu pesbab qu’il semble plus vraisemblable de
considérer que le test DPPH ne permet pas de prendrompte la génération éventuelle d’ERO
ou de F&". En effet, cette méthode, par le mode de déteqticelle emploie, permet seulement
de mesurer la capacité d'une molécule a réduiradieal DPPH Aussi pouvons nous avancer
'hypothése que dans les méthodes CAT et ORAIG génération d’EROs par autoxydation des
composés phénoliques présente le double incontédergénérer des espéeces susceptibles
d’accélérer I'oxydation du substrat oxydable majalément de consommer prématurément le
composé phénolique. Dans le test DPPH en revaseléce dernier effet négatif pourra étre
détecté, puisque le systeme d’étude n'impliquedeasubstrat oxydable. Cette hypothese pourrait
donc expliquer que la diminution de l'effet anticdapnt consécutif au passage d’'une structure
catéchol a une structure pyrogallol soit beaucoamsmarquée dans le test DPPH.

Enfin, bien que les écart-types associés aux \glserchevauchenfif. 56), I'épicatéchine

semble présenter une meilleure capacité a piégePRH, que son isomere, la catéchime
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résultatprécédemmenteportépar Villafio et al. (2007) provient vraisemblablement d’'un effet
stérique, puisque la catéchine (2*R,3*S) est pheombrée que I'épicatéchine (2*R,3*Fid.

57). Il est cependant a noter que la cinétique dectémh du DPPHpar I'épicatéchine a été plus
lente que celle de la catéchine. Dans ce cas deefite fait de ne pas prendre en compte de

parameétres cinétiques dans le calcul de la valB@HDpeut biaiser la relation structure-activité.

Fig. 57. Structure moléculaire des flavonoides testés.

2.3.3. Etude spécifique des acides phénoliques

Concernant les acides phénoliques, les acides kyleozoiques semblent étre de meilleurs
piégeurs de radicaux DPPKHue les acides hydroxycinnamiques, puisqu’a nonggad de
motif catéchol, I'acide caféique exerce une adisignificativement plus faible que son
homologue hydroxybenzoique, I'acide protocatéchiqiette observation est surprenante du
fait que la conjugaison du cycle aromatique avechine latérale de 'acide caféique offre
une délocalisation électronique plus importante cplke de I'acide protocatéchique. Or, il est
habituellement considéré que la BDE d’'un groupemégnolique diminue avec la possibilité
de stabiliser le radical correspondant par de pleki formes mésomeres. D’autre part,
aucune différence significative n’a été observéeeeles acides gallique et protocatéchique,
confirmant I'analyse globale qui avait conclu dBance d’effet de la structure catéchol. Ce
constat est toutefois a nuancer par le fait qued&arosmarinique exercant la plus forte valeur

DPPH est le seul acide phénolique a comporter deugtures catéchol&ig. 59).
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Fig. 58. Structure moléculaire des acides phénoliquesgesté

Finalement, ces différents résultats contradicsome apparence nous ont conduits a modifier
'analyse classique de la relation structure-aijvipour étudier plus spécifiquement la

stcechiométrie des réactions de réduction du raDie&H par les composés phénoliques.

2.3.4. Etude staechiométrique

Le mode d’expression des résultats adopté dan®thoae DPPH (Efg) peut donner acces
au nombre de radicaux DPPkeduits a I'état stationnaire. En effet, multipliEECso par
deux, permet de renseigner le nombre de mole d¥ydiant par mole de DPPIHécessaire
pour atteindre I'état stationnaire de la réactierréduction. L'inverse de ce parametre (1/(2 x
ECsg)) donne donc accés au nombre de mole de radicB®Hréduits par mole de composé
phénolique a I'état stationnaire, ce qui correspand stcechiométrie finale de la substance
antiradicalaire considéréBrand-Williamset al.,1995)

On considere pour chaque composé qu’il y a deurstyge stoechiométries concernant la

réduction du radical DPPH(i) La premiéere, appeléstcechiométrie de basegnsiste en une
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stoechiométrie virtuelle déductible du nombre d’bygites phénoliques présent dans la molécule
initiale. A titre d’exemple, pour l'acide 5-caféquiinique présentant 2 hydroxyles phénoliques,
une stcechiométrie de base apparente de 2 sevaéxt(ii) La deuxiéme stcechiométrie, appelée
stoechiométrie finajeest déterminée expérimentalement (1/(2 %gComme étant le nombre
mole de radicaux DPPHiégés par mole d’antioxydant jusqu’a I'obtentiban état stable. Cette
stoaechiométrie finale correspond donc au nombrd tEaréduction, jusqu’a consommation
complete de l'antioxydant (6 h pour les acides ligwe, gallique, protocatéchique, 5-
caféoylquinique, la catéchine, la quercétine etmigricétine; 12 h pour l'acide caféique,
I'épicatéchine et I'acide rosmarinique). Or, il st prime abord surprenant de constater que la
staechiométrie finale de tous les composés phérgsligstés (exception faite de I'acide férulique)
excede la stoechiométrie de base. De nombreux sugBuibbservé ce type d’'« asymétrie » pour
les composés phénoliquéSilva et al., 2000 ; Brand-Williamset al., 1995, Goupyet al., 2003,
Saitoet al.,2004 ; 2005 ; 2006kissant penser que ce comportement pourraitémanun a une
grande majorité de composés phénoliques. En adrmédtaas idéal pour lequel les hydroxyles
phénoliques de la molécule de base sont les senitgedrs d’atome hydrogéne, il se passe durant
la réaction compléte, des réductions qui sont iicpxes par la stoechiométrie de base et qui
peuvent étre exprimées comme la différence entseodghiométrie finale et la stoechiométrie de
base. Se pose alors la question de la nature dédgions non expliquées, mais également de

leur contribution dans la stoechiométrie finale.

Composé Stoedchiométrie Stoechiométrie _Rédu_ctio’ns Contril_aution_de§ réductions
e base finale inexpliquées inexpliquées (%)
Acide férulique 1 1,3 0,3 23
Acide caféique 2 3,6 1,6 44
Acide gallique 3 5,5 2,5 45
Acide protocatéchique 2 5,6 3,6 64
Catéchine 4 6,0 2 33
Acide 5-caféoylquinique 2 6,1 4.1 67
Myricétine 6 (5 +1) 6,2 0.2 3
Epicatéchine 4 6,5 2.5 38
Quercétine 5(4+1) 7,5 3,5 46
Acide rosmarinique 4 8,8 4.8 54

Tableau 3.Stcechiométrie des composés phénoliques analysésavethode DPPH.

Il apparait sur |[dableau 3que les acides protocatéchique et 5-caféoylquinigalisent pres
de quatre réductions inexpliguées représentantr@n\d5 % de leur stoechiométrie finale
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réelle. Le cas des flavonoides est plus délicdioader. En effet, la moindre contribution des
réductions inexpliquées par la stoechiométrie de, ks 'ordre de 3, 33, 38, et 46 % pour la
myricétine, la catéchine, I'épicatéchine et la gaéne, respectivement, pourrait révéler que
l'activité antioxydante globale est majoritaireme@uuvernée par la stcechiométrie de base.
Mais cela pourrait plus vraisemblablement montrae da prise en compte de tous les
hydroxyles phénoliques de la molécule de dépars thastoechiométrie de base apparente n'a
pas de signification chimique. En effet, il estilidgge de s’interroger sur la validité de
considérer tous les hydroxyles phénoliques comnuévalgnts en termes de réactivité, alors
méme qu’il est généralement admis que les hydrexgleenoliques (en positiométg du
cycle A ne participent pas a la staechiométrie éin&inalement, la valeur des réductions
inexpliquées, et nécessairement leurs contributidass la stoechiométrie finale, sont
grandement tributaires des hypotheses que l'onul@ma priori concernant la valeur de la
stoechiométrie de base. Afin d'éviter ce problenoeisravons restreint I'étude de la nature de
ces réductions inexpliquées au cas univoque deescidiphénoliques (acides caféique,
protocatéchique et 5-caféoylquinique).

Classiguement, I'acide-diphénolique va céder son atome hydrogene lelphike au radical
DPPH en formant un radical semi-quinorféid. 59 qui va se stabiliser par mésomérie. Ce
radical semi-quinone va, par la suite, étre le ndaitl d’'un réseau de réaction que nous
diviserons en trois voies réactionnetfepotentielles qui toutes permettent d’obtenir une
stcechiométrie finale qui excéde la stoechiométriebase. L'idée sous-jacente étant de
chercher parmi ces voies réactionnelles celle(spalda(s) d’expliquer les valeurs

expérimentales obtenues.

DPPH"  DPPH-H R

HO R HOD/ R HO HO R
LA, +“—> : +“—>

Ho:©/ ‘o o Y

Formes mésomeres du
radical semi-quinone

Fig. 59.Formation du radical semi-quinone issu de la oasde I'atome hydrogéne le plus labile.

1" Par commodité, nous avons considéré chaque vaitizanelle comme étant indépendante
des autres ce qui, bien évidemment, est un casiqnoéoidéal. Il est en effet hautement
problable que le mécanisme global de réduction atlical DPPH implique des voies
réactionnelles mixtes, comme dans le cas des estaytique et dodécylique d'acide 5-
caféoylquinique qui mettent vraisemblablement endes réactions de dimérisation associées
a une régeénération par le méthafid@pez Giraldoet al.,2009)
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() La premiéere voie réactionnelle consiste en unetigga d’hétérodimérisation entre le
radical semi-quinone et un radical DPRi¢ur former une « semi-quinone non radicalaire »
possédant toujours un hydroxyl phénoliglg( 60). La « semi-quinone non radicalaire »
réduit ensuite un autre radical DPPKe transformant eo-quinone radicalaire, qui pourra
ensuite étre impliquée dans une dimérisation avequatrieme radical DPPHCette voie
potentielle d’hétérodimérisation est ici stoppéesquinone relativement stable n’ayant plus
de groupement réducteur disponible. Au final, umdem-diphénolique contenant deux
hydroxyles phénoliques piege quatre radicaux DPRdtte voie réactionnelle permettrait
d’expliquer la stcechiométrie finale de 3,6 poucitle caféique, mais pas celles des acides
gallique et 5-caféoylquinique, ce qui semble infrmson implication dans l'assymétrie
observée.

DPPH
DPPH R DPPH DPPH-H o . _R DPPH o R

HO R HO
IE/ L’ L—A; L; o
¢} Y o o
DPPH
DPPH DPPH

Fig. 60.Voie potentielle d’hétérodimérisation entre deaticaux DPPHet un radical semi-quinone.

(i) La deuxieme voie réactionnelle potentielle impéirpit le caractere acide des hydrogenes
ena des fonctions quinones d’'un dimére. Cette voigesp que les radicaux semi-quinones
sont plus aptes a former un dimére par homodinté@isgu’a céder un deuxiéme hydrogene.
Cependant, compte tenu des différentes formes nmeé¥ssnpossibles pour le radical semi-
qguinone, il peut résulter de nombreux dimeres fdinr I'acide protocatéchique et vingt et un
pour les acides 5-caféoylquinique et rosmarinique),qui rend pratiquement impossible
I'exploration exhaustive de la stoechiométrie pdedile ces produits complexes.

(i) Enfin, la troisieme voie réactionnelle potentigdlensisterait en une régénération ae I’
guinone, en sa formadiphénol correspondante, par addition nucléoptélenéthanol. Par le
biais de cette réaction, le radical semi-quinordecat son deuxiéme atome hydrogene a un
radical DPPH pour former une-quinone. Selon ce scénario, le méthanol (solvaré$ent

en grand exces serait ensuite capable de régdhesguinone en sa forme-diphénol Fig.

61). Ce mécanisme d’addition nucléophile de méthand de régénération de la structare
diphénol (ou catéchol) pourrait en théorie se epétisqu’a l'obtention de la forme
polyméthoxylée finale (forme diméthoxylée dan&ig 61).
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Fig. 61. Voie potentielle de régénération deo-tjuinone eno-diphénol par addition
nucléophile successive de deux molécules de maitkeanéduction de six radicaux DPPH
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Finalement, par le biais de cette voie réactioengibtentielle, un acide-diphénolique
contenant deux hydroxyles phénoliques peut rédireadicaux DPPHpar I'intermédiaire
de deux régénérations par le méthanol, ce qui powxpliquer 'asymétrie observée entre la
steechiométrie de base et la stcechiométrie finate adédes protocatéchique, caféique et
5-caféoylquinique. Plus précisément, la stcechiamétrale de I'acide caféique impliquerait
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une seule attaque nucléophile par le méthanoljdane celles des acides protocatéchique et
5-caféoylquinique en impliqueraient deux.

Partageant le méme motif caféique, il est toutefnigorenant de constater que les acides
caféique et 5-caféoylquinique procedent par deétigues et des stoechiométries différentes.
En fait, ce résultat n’est pas isolé, puisque dabreux auteurs ont observé que les acides
exercaient des activités antiradicalaires enveradiecal DPPHsignificativement plus faibles
dans le méthanol comparées a leurs esters. Cemiamment été constaté pour des acides
carboxyligues comme les acides protocatech{@agtoet al.,2004)et caféiqueSilva et al.,
2000 ; Son et Lewis, 2002jnais également pour des acides phosphoniques edtaade
3,4-dihydroxyphénylphosphoniqugaito et Kawabata, 2006r, il peut étre avancé en
accord avec les calculs dgaito et Kawabata (2006glatifs a la densité électronique de
I'orbitale moléculaire vide de plus basse énergldMO), que la dissociation éventuelle de
l'acide carboxylique de l'acide caféique, diminueffet mésomere attracteur du groupe
CH=CH-COOH en position 1, par rapport a son est@mique (acide 5-caféoylquinique) non
dissocié Fig. 62. Ainsi, le cycle serait plus riche en électromsipl’acide caféique, ce qui
diminuerait I'électrophilie des carbones du cydeé,par la méme, défavoriserait I'addition

nucléophile du méthanol pour régénérerdiphénol a partir de d-quinone.

Acide caféique 177777777 o |
Acide 5-caféoylquinique

HOOC

Fig. 62. Structure moléculaire des acides caféique et &egdduinique. L’insert grisé
correspond au groupement a effet mésomere attrattdactron.

Cette influence de la dissociation du groupemeeffét mésomere attracteur d’électron est
d’autant plus probable que le méthanol est un optide relativement faible pour lequel une
activation électrophile préalable des atomes dbocer du cycle n’est pas négligeable. De
maniéere intéressant8aito et Kawabata (200@nt observé que la cinétique de réduction du
radical DPPH pour I'acide protocatéchique atteignait I'étatbtabeaucoup plus lentement
gu’'avec son ester méthyligue. De maniéere similaimys obtenons le méme comportement
cinétique différentiel entre I'acide caféique enhsester quiniqueHig. 63, puisque l'acide

5-caféoylquinique (ratio molaire acide/DPPH.2) permet d’atteindre I'état stable en deux a
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trois heures, tandis que la réaction entre le DRPHacide caféique (au méme ratio molaire)
continue bien au-dela de six heures, ce qui naliaibeurs conduit a effectuer des analyses
DPPH sur une durée de 12 h pour déterminer I'détiantiradicalaire de I'acide caféique.
Puisqu’apres les premieres minutes, les hydroxgtenoliques présents dans la molécule de
départ ont vraisemblablement cédé leur atome hgm®gux radicaux DPPHI semble que

la décroissance beaucoup plus lente observée elaas lde I'acide caféique par rapport & son
ester quinique (acide 5-caféoylquinique) soit umdin indirect de sa cinétique de

régénération par le méthanol.

100

75 Début de la régénération par le méthanol

:

50 Acide caféique

gy

DPPH restant %

25
Acide 5-caféoylquinique

0 60 120 180 240 300 360
Temps (min)

Fig. 63.Cinétiques différentielles de réduction du radl@RIPH en présence d’'acide caféique
et d’acide 5-caféoylquinique.

De plus, Saito et Kawabata (200%)nt observé des différences entre les stoechiasétri
obtenues apres 30 min entre le méthanol et l'atétenpour des dérivés d’acide
protocatéchique comme le protocatéchate de méthytesi, lorsque les réactions étaient
conduites dans l'acétonitrile, la stoechiométrie GAn3inutes (~ 2) était équivalente a la
stcechiométrie de base (~ 2), tandis que la mémeiggaconduite dans le méthanol
conduisait & une staechiométrie de 5 environ. Celtaésassocié au fait que seule la voie
réactionnelle impliquant I'addition nucléophile deéthanol est susceptible d’expliquer la
steechiométrie finale de tous les acides phénoligestes, milite fortement en faveur de
'implication de cette régénération dans I'asynetbservée.

Partant de cette hypothése, il est donc logiqueotisidérer que la contribution des produits
d’oxydation (et leur interaction avec le milieu)gatente pour un composé phénolique donné,

avec I'augmentation des réductions non expliquéedastcechiométrie de base. Or, puisque

- 166 -



Résultats et discussion 2. Etude de la relation structure-activité de carsis phénoligues simples

les durées d’analyses dans la méthodologie DPP$bmepas harmonisées, ces processus de
régénérations potentiels pourraient expliquer éssiltats contradictoires obtenus d’'une étude
a l'autre pour un méme composé. D’autre part, dugfee la nature des produits d’oxydation,
est difficile a inférer a partir de la structureldeanolécule initiale, cette observation témoigne
des limites a prendre en compte lors de I'étabiiese de la relation structure—activité de

composés phénoliques.

2.4. CONCLUSION

Les résultats obtenus nous ont permis d'étudierditgerminants structuraux de l'activité
antioxydante de composés phénoliques dans chacsirntedes et de mettre en évidence
certaines tendances générales. Globalement, il essont que linfluence du nombre
d’hydroxyles phénoliques ne peut étre établi indépenment de leur position. A cet égard,
dans les trois méthodes, I'acide rosmarinique (dgructures catéchols) et la quercétine (une
structure catéchol) ont exercé les capacités aydantes les plus élevées. Il est ainsi apparu
gue la structure catéchol jouait un réle majeursdandéterminisme des valeurs ORA@t
CAT, mais semblait, en revanche, peu influente déadivité antiradicalaire telle que
mesurée dans la méthode DPPH. Ce résultat estijpentent a rapprocher de I'absence de
compétition entre I'antioxydant et le substrat potagir avec les radicaux DPPIEela peut
egalement s’expliquer du fait que le mode d’expogsdes résultats adopté pour la méthode
DPPH ne prend pas en compte le temps nécessaireqgpeula réaction de réduction des
radicaux DPPHpar un composé phénolique atteigne un état statiom De ce fait, la
steechiométrie finale obtenue de surcroit dans gtesye ne mettant pas en jeu un mécanisme
compétitif, semble majoritairement gouvernée par processus de régénération par le
méthanol. En revanche, dans les tests ORA& CAT, le radical libre doit étre réduit a
proximité du substrat de maniére rapide ce quiioogel une forte réactivité, laquelle semble
étre majoritairement gouvernée par la structuréotet.

En paralléle de 'augmentation du nombre de motcuaiodeles, I'une des perspectives de ce
travail pourrait étre d'inclure des parametres tiques dans la valeur DPPH, ce qui
permettrait d’approfondir la relation existant entia structure moléculaire et I'activité

antioxydante de ces molécules.
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3. APPLICATION DU TEST CAT A L’ETUDE DEXTRAITS VEG ETAUX:
FEUILLES D'OLIVIER

Depuis plusieurs millénaires, les feuilles d'olivisont connues pour leurs propriétés
curatives. Les anciens égyptiens les utilisaienir ppomifier leurs pharaons. Le premier
rapport officiel de leur utilisation médicinale aééétabli en 1854 et mentionne leurs
propriétés antipyrétique et anti-malarier{h@anbury, 1854)De nos jours, différentes études
menéesn vitro etin vivo ont montré les potentialités des extraits de lesidl’olivier en tant
gu’'antioxydant (Bouaziz et Sayadi, 2005; Benavente-Gareia al., 2000) anti-HIV
(Lee-Huanget al.,2003) vasodilatateu¢Zarzueloet al.,1991)et hypoglycémiquéGonzalez

et al.,1992)

La culture de l'olivier, en particulier durant l&age, généere un volume considérable de
feuilles, la plupart d’entre elles étant détruiteup éviter d’éventuelles infestations dans les
oliveraies. Dans ce contexte, les efforts sciepidés portés sur la valorisation de cette
biomasse semblent justifi§Radaet al.,2007) Entre autres applications, la valorisation des
propriétés antioxydantes des extraits de feuilleBvier semble prometteuse et pourrait, par
ailleurs, bénéficier de I'intérét grandissant psubstituer les antioxydants synthétiques de
type BHA et BHT par des extraits naturels.

En termes de composition, les extraits de feuilieslivier renferment une pléthore
d’antioxydants, de nature phénoliqgue pour la plupBans la seconde moitié du siécle
dernier, I'oleuropéine, un composé isolé de I'hudlelive et des feuilles d'olivier, a été
caractérisee comme membre de la famille des séoaes (Panizzi et al.,, 1960) Ce
composeé, responsable de I'amertume des olivesuresster d’hydroxytyrosol et d’acide
élénoliquep-glucosylé Fig. 64). De nombreux autres sécoiridoides structurellérpserches

de I'oleuropéine, comme le ligstroside et le vedoafde Fig. 64) ont également été identifiés
dans les produits dérivés de la culture de I'otividutre les sécoiridoides, notons la présence
de nombreux flavonoides sous leur forme aglyconeer@gtine, diosmétine, lutéoline,
apigénine, etc.) ou glycosylée (quercétine-7-Oangide, Iutéoline-7-O-rutinoside,
lutéoline-7-O-glucoside, lutéoline-5-O-glucosids. p(Fig. 64).

Néanmoins, cette composition varie fortement erction de la variété, de la localisation
géographique et des conditions agro-climatiquepagticulier la saisonnalité. A cet égard,
Heimler et al. (1996) ont montré que la lutéoline et la lutéoliné@7glucoside atteignaient
une teneur maximale au printemps, tandis que l&oluke-4O-glucoside et l'acide
5-caféoylquinique présentaient un maximum au démtl’hiver. A l'opposé, la teneur

d’autres composés, comme la quercitrine et I'apiggnne semble pas fluctuer selon la
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saison. En relation avec ces résult&tshbriet al. (2008) ont récemment observé de larges
variations de composition en fonction du cultivade la saison de collecte. Ainsi, une teneur
maximale en polyphénols et sécoiridoides fut ateian décembre, notamment pour
I'oleuropéine. Cependant, en marge de I'étude deveeations, peu de données disponibles
concernent les variations du profil chimique duréntvieillissement des feuilles et leur
éventuel impact en termes d’activité antioxydahtene des plus grandes difficultés dans ce
domaine revient a disposer de méthodes de mesufactigité antioxydante adaptées aux
extraits végétaux et conduisant a des résultatpitadples dans leur domaine d’application.
Dans le but d’'appliquer la méthode CAT a I'étudexdraits végétaux naturels, nous nous
sommes focalisés sur les feuilles d'olivier, gunstituent un cas d’étude intéressant en raison
de la diversité des especes antioxydantes qu’edleferment. Apres une premiére partie
consacrée a la caractérisation et a I'étude deolidon du profil chimique des feuilles
d’olivier par spectrométrie de masse, nous exarireleurs propriétés antioxydantes par la
méthode CAT.

Sécoiridoides (a)

T -
HO

1
HO
OMe  Glu-0 OH

o — OH
OH

Glu-0 (@]
(0]

Oleuroside Verbascoside
Motif tyrosol ou v
hydroxytyrosol Motif élénolique |

Oleuropéine : R=OH
Ligstroside : R=H

Flavonoides (b)

OH O
OH O

Lut éolin e-7-O-glucoside (flavone): R 1=Glucose, R »=0OH

uercétine (flavonol
Q ( ) Diosmétine (flavone): R 1=H, R,=OCH3

Fig. 64. Composeés phénoliques présents dans les feuitlixget.
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3.1. CARACTERISATION DU PROFIL PHENOLIQUE

La caractérisation du profil phénolique des exraie feuilles d'olivier représente un
préalable nécessaire a I'étude de leurs propraatéexydantes. Dans ce but, le principe des
extractions en cascade que nous avons mis en digre3l) permet d’explorer une large
gamme de molécules.

La caractérisation par spectrométrie de masse igation de type electronébulisation en
mode négatif couplée a la chromatographie en phapsde haute performance
(HPLC/MS-ESI) a été réalisée sur les extraits azhldrométhane Kig. 65, a l'acétate
d’éthyle (Fig. 66) et au méthanolHig. 67) de feuilles d'olivier jeunes et agées. En
complément des chromatogrammes, Tebleaux 4, 5 et 6donnent la liste des composeés
phénoliques identifiés dans I'ordre d’élution palraque solvant d’extraction. Brievement,
l'identification des composés phénoliques a étéédasur la recherche de l'ion pseudo-
moléculaire [M-H] (obtenu en mode balayage ou SM) et I'interprétaties ions issus de la
fragmentation de I'ion pseudo-moléculaire (obtemuneode SM). Lorsque des composés
standards ont été disponibles, I'identificationt@&ffectuée par comparaison de leur temps de

rétention et de leur spectre de masse avec lestextr

Dans un premier temps, les analyses HPLC/MS-ESlisées sur les extraits au
dichlorométhane ont montré un profil phénolique @an Les spectres de masse, obtenus en
mode balayage et SMdes deux premiers pics détectés a ~ 67,2 Afi) ét ~ 68,1 minA2)
montrent tous deux un ion pseudo-moléculaire derb9et un ion dérivé de 377 m/z. L’ion
précurseur (539 m/z) semble correspondre a I'i@ugs-moléculaire de I'oleuropéine et de
son isomere, l'oleurosideFig. 65, dont la masse moléculaire est de 540 g/mol.nLi@
377 m/z obtenu par fragmentation de lion pseudd®mdaire, correspond a l'aglycone
d’oleuropéineou d’'oleuroside et résulte de la perte d’'un matifcgse. D’autres expériences
ont montré que le piAl était superposable au standard d’oleuropéine, gtéant d’associer
I'oleuropéine a ce pic et I'oleuroside au Bi2. Le troisieme pic détecté a ~ 69,4 miBJ est

un analogue désoxy d’oleuropéine, appelé ligsteo§id). 65). Sa présence dans ces extraits
est fondée sur l'identification d’'une paire d’iode 523/361 m/z, différant uniguement de
ceux de I'oleuropéine (539/377 m/z) par un décathm@6 unités de masse atomique.
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Signal (x 10°)

Signal (x 10°)

5 Extraits au dichlorométhane de feuilles jeunes (A)
4
539 m/z 2
31 68,1 N
1 523 m/z
539 m/z !
2 - i
67,2 !
1
1
o :
0 o - 7
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5 T . . P . ~ pe
Extraits au dichlorométhane de feuilles dgées (B)
4 -
539 m/z
37 68.0
539 m/z
2 - 67.2 ! 523 m/z
1 =
ol . . . . .
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Temps de rétention (min)

Fig. 65.Chromatogrammes reconstruits a partir des spedwe@00-700 nm) des extraits au
dichlorométhane de feuilles jeunes (A) et agées (B3 pics grisés (en insert) correspondent
aux ions pseudo-moléculaires extraits des chromatoges reconstruits a partir des spectres
de masse en mode balayage. Les extraits ont aiBils#ds dans le méthanol a 4 mg/mL et
20 pL ont été injectés. La numérotation des picsespond a celle donnée dang &bleau 4

Feuilles jeunes Feuilles agées
. . SM SMm? . .
Compose Pic MM _ TR (min TR (min
P M-H] (/) (m)2) (i) (min)
Oleuropéine Al 540 539 377 67,2 67,2
Oleuroside A2 540 539 377 68,1 68,0
Ligstroside A3 524 523 361 69,4 69,4

MM : Masse moléculaire

SM [M-H] : ion pseudo-moléculaire obtenu par spectromégienasse a ionisation de type électro-
nébulisation en mode balayage (mode SM)

SM? : ion dérivé de la fragmentation (mode SM?) derl’pseudo-moléculaire

TR : Temps de rétention

Tableau 4.Liste des composés phénoliques détectés danstlagteau dichlorométhane de
feuilles jeunes et agées. La numérotation descoicespond a celle donnée suFlg. 65.
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Concernant les extraits a I'acétate d’éthyle, IDmusés ont été identifies dans les feuilles jeunes
et agées. Dans un premier temps, les Bitset B2 détectés a ~ 55,8 min et ~ 56,7 min
(exclusivement présents en quantités notablesldarmextraits de feuilles agées) correspondent a
deux formes isomeres de verbascoside. En effetspmctre de masse obtenu en mode balayage
montre un ion de 623 m/z, correspondant a l'ioruggsanoléculaire [M-H]du verbascoside qui
est un ester hétérosidiqgue d’acide caféique etdddxytyrosol Fig. 66). De méme, des pics
apparaissant a ~ 57,B3) min et ~ 64,284) min font tous deux apparaitre un ion précurseur d
447 m/z, correspondant a lion pseudo-moléculaveH]  de la lutéoline-©®-glucoside.
L'analyse en mode SMde ces ions a montré pour chacun, un fragmentédéé 285 m/z,
correspondant a la lutéoline aglycone formée ppette d’'un motif glucose. En outre, le Bi8

est superposable a celui du standard de lutéoldeylticoside. Par la suite, les trois pics
apparaissant a ~ 67,3 mB5), ~ 68,1 min B6) et ~ 69,5 minB7) correspondent respectivement
a l'oleuropéine, a l'oleuroside et au ligstrosider ils présentent des SM, SMt temps de
rétention identiques aux picAl, A2 et A3 préalablement identifies dans les extraits au
dichlorométhane. Le piB8 détecté quant a lui a ~ 71 min correspond a l@mglg de quercétine
avec un ion de 301 m/z correspondant a l'ion pseooléculaire [M-H] de I'aglycone de
guercétine. Enfin, les deux pics détectés a ~ Mh1(BY) et ~ 73,3 minB10) ont été identifiés
comme étant des formes isoméres d'aglycone de dtommen raison de leur ion de 299 m/z,
correspondant a I'ion pseudo-moléculaire [M-¢§ I'aglycone de diosmétine.

Feuilles jeunes Feuilles agées

Composé Pic MM SM SMm? TR (min) TR (min)
[M-H]" (m/z)  (m/2)
Verbascoside (isomére 1) Bl 624 623 - 55,8 (trace) 55,8
Verbascoside (isomére 2) B2 624 623 - 56,7 (trace) 56,8
Lutéoline-7- O-glucoside B3 448 447 285 57,8 58,0
Lutéoline-glucoside isomére B4 448 447 285 64,2 64,4
Oleuropéine B5 540 539 377 67,3 67,3
Oleuroside B6 540 539 377 68,1 68,1
Ligstroside B7 524 523 361 69,5 69,4
Quercétine B8 302 301 - 71,0 70,9
Diosmétine aglycone (isomére 1) B9 300 299 - 72,1 72,2
Diosmétine aglycone (isomére 2) B10 300 299 - 73,3 73,4

MM : Masse moléculaire

SM [M-H] : ion pseudo-moléculaire obtenu par spectrométiée masse a ionisation de type
électronébulisation en mode balayage (mode SM)

SM?: ion dérivé de la fragmentation (mode SM2) den’pseudo-moléculaire

TR : Temps de rétention

Tableau 5. Liste des composés phénoliques détectés danstlastea 'acétate d’éthyle de feuilles
jeunes et agées. La numeérotation des pics corrdspoalle donnée sur Rg. 66
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Fig. 66. Chromatogrammes reconstruits a partir des spedive@00-700 nm) des extraits a
I'acétate d’éthyle de feuilles jeunes (A) et ag@s Les pics grisés (en insert) correspondent
aux ions pseudo-moléculaires extraits des chromatoges reconstruits a partir des spectres
de masse en mode full scan. Les extraits ont étbissés dans le méthanol a 4 mg/mL et
20 pL ont été injecté. La numérotation des picsespond a celle donnée dang &bleau 5

Finalement, les extraits méthanoliques de feuij@mes et agées présentent les mémes
composés que ceux précédemment observés dans tledtsed I'acétate d'éthyle. Par
analogie, nous avons identifie deux formes isomeédes verbascosideC(, et C2,
exclusivement présents dans les extraits de \gefdlgilles) a ~ 55,6 min et ~ 56,7 min, de la
lutéoline-70O-glucoside C3) a ~ 57,8 min, une forme isomére non identifieeludéoline-

glucoside C4) a ~ 64,4 min, de l'oleuropéiné€Ch) a ~ 67,1 min; de F'oleurosideC6) a
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~ 68 min, du ligstrosideQ7) a ~ 69,5 min, de la quercétingég) a ~ 70,8 min, ainsi que deux
formes isomeres d'aglycone de diosméti®,00 a ~ 72,2 min et ~ 73,2 mirFig. 67 ;
Tableau 6).

Extrait au mé thanol de jeunes feuilles (A)
539 m/z 539 m/z
-
523 m/z
7
69,5

N r 68,0
5 4 aarmz Ml ! ! e
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b a4 | #7miz P
[ T 4 Vo
= ey 301 my
1
5/ 3 : V: : & 8 miz
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c v
2 "
- 1
(99} 2 v
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1 == e e 2 299 miz
0 r— T
0 15 30 45 60 75 90
Extraits au méthanol de feuilles agées  (B)
447,114; G mm e 539 m/z
5 4 64,4 ‘: 4
v e 539 m/z
e [
’ 1
. 4 armizf . L7 v Ef [ 523 m/z
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.(%5’ 2 4 “\\8 301 m/z
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Fig. 67.Chromatogrammes reconstruits a partir des spedwe@00-700 nm) des extraits au
méthanol de feuilles jeunes (A) et agées (B). Lies grisés (en insert) correspondent aux
ions pseudo-moléculaires extraits des chromatogesmeconstruits a partir des spectres de
masse en mode balayage. Les extraits ont été ksdshilans le méthanol a 4 mg/mL et 20 pL
ont été injectés. La numérotation des pics cormespocelle donnée dansTableau 6
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Feuilles jeunes Feuilles agées

Composé Pic MM SM SMm? TR (min) TR (min)
[M-H] (m/z)  (m/z)

Verbascoside (isomére 1) C1 624 623 - 55,3 55,6
Verbascoside (isomére 2) c2 624 623 - 56,7 56,8
Lutéoline-7- O-glucoside C3 448 447 285 57,8 57,7
Lutéoline-glucoside isomére C4 448 447 285 64,4 64,4
Oleuropéine C5 540 539 377 67,1 67,3
Oleuroside cé6 540 539 371 68,0 67,9
Ligstroside c7 524 523 361 69,5 69,3
Quercétine C8 302 301 - 70,8 70,9
Diosmétine aglycone (isomére 1) C9 300 299 - 72,2 72,1 (trace)
Diosmétine aglycone (isomére 2) C10 300 299 - 73,2 73,2 (trace)

MM : Masse moléculaire

SM [M-H] : ion pseudo-moléculaire obtenu par spectromédiée masse a ionisation de type
électronébulisation en mode balayage (mode SM)

SM? : ion dérivé de la fragmentation (mode SM?) der’pseudo-moléculaire

TR : Temps de rétention

Tableau 6.Liste des composés phénoliques détectés danstfagseau méthanol de feuilles jeunes et
ageées. La numérotation des pics correspond aduatlece sur I&ig. 67.

3.2. ETUDE DE L’EVOLUTION DU PROFIL PHENOLIQUE

Dans un premier temps, la mauvaise résolution dés m@pparaissant sur les
chromatogrammes reconstruits a partir du spectrA RId particulier pour les extraits au
méthanol) rend difficile leur intégration. Afin ddtenir une résolution satisfaisante, nous
avons extrait du chromatogramme reconstruit a rpalds spectres de masse (en mode
balayage) les ions pseudo-moléculaires [M-#8s composés phénoliques précédemment
identifiés {nserts des Figs. 65, 66 et {7A partir de ces profils de masse, I'aire des gigu
étre intégrée de maniere satisfaisante, commereaigée la qualité de séparation obtenue
pour chaque pic. Bien évidemment, il est & noter cgl procédé ne permet pas de comparer
des molécules de nature différente, puisque letedex de réponse et les conditions
d’ionisation ne sont pas les mémes d’'un composauéré. En revanche, ce procédé permet
d’étudier I'évolution d'un composé donné dans ddfés extraits. Par conséquent, la
composition relative de composé analysé dans fe&gelts extraits a été exprimée comme le
pourcentage de la teneur maximale dans les extmaitsidérés. A titre d’exemple, la teneur
en oleuropéine dans les extraits a I'acétate diéttlg jeunes feuilles a été considérée comme
la teneur maximale (100 %) en comparaison de lsuek compositions relatives en
oleuropéines des autres extraits ont été étalbliapplication de ce procedé semi-quantitatif

pour chaque composé a permis d'obtenirHegs. 68(cas des sécoiridoides) & (cas des
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flavonoides), ce qui rend possible I'étude de Imposition relative en composés phénoliques
en fonction du degré de vieillissement des feuitlegivier. Notons que les extraits obtenus
par extraction en cascade ne se prétent pas ad'é@a l'influence du solvant d’extraction
utilisé. D’autre part, puisque les deux formes iéoes de verbascoside suivent la méme
évolution, leurs aires de pics ont été sommees p@merer une composition relative
commune ig. 68 §. Par commodité, ce mode de calcul a égalemengréfdoyé avec les
deux formes glucosylées de lutéolifgg( 69 g, ainsi que les deux isoméres de diosmétine
(Fig. 69 9.

Dans un premier temps, il est apparu que les didracen cascade générent des redondances
dans tous les extraits pour I'oleuropéine, I'olesige et le ligstroside, ce qui suggere que ces
composeés sont largement distribués dans les tdsssfeuilles d'olivier. Outre ces trois
molécules, d’autres composés comme les formes resnue verbascoside, les glucosides de
lutéoline, la quercétine et les isomeres d’'aglycdeediosmétine, apparaissent lorsque la
fraction insoluble résultant de I'extraction auldarométhane est soumise a I'extraction par
des solvants plus polaires, en I'occurrence, laeét’éthyle puis le méthanol. Les extraits
ainsi obtenus présentent un profil chimique plusnglexe que celui obtenu pour le

dichlorométhane.
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Fig. 68. Composition relative en sécoiridoides présents dies extraits au dichlorométhane
(CH.CIy), a l'acétate d'éthyle (AcOEt) et au méthanol (MBCQde feuilles d'olivier. La

composition relative d’'un composé donné a été exgei par rapport a la teneur maximale
(100 %) de ce composeé rencontrée dans les difféetitaits.
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Fig. 69. Composition relative en flavonoides présents dagsextraits a I'acétate d’éthyle
(AcOEt) et au méthanol (MeOH) de feuilles d’oliviéla composition relative d’'un composé
donné a été exprimée par rapport a la teneur méxi@@0 %) de ce composé rencontrée
dans les différents extraits.
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Quel que soit le solvant d’extraction employé,st apparu que le vieillissement des feuilles
d’olivier s’accompagnait d’'une diminution de la ¢&m en oleuropéine (exception faite des
extraits au dichlorométhane), ligstroside, quengétét diosmétine, avec une augmentation
concomitante de I'oleuroside, du verbascoside stgiiecosides de lutéolin€ifjs 68, 69. A
notre connaissance, il existe tres peu de donnép®mnibles portant sur l'influence du
vieillissement des feuilles d’olivier sur leur pitgbhénoligue. Néanmoins, un paralléle peut
étre établi avec d'autres organes de l'olivier camims fruits notamment. Il est en effet
intéressant de noter crniot et al. (1986) ont établi une relation inverse entre la teneur en
oleuropéine et celle en verbascoside dans I'oliveng par ailleurs, montré que ce dernier ne
pouvait étre détecté dans les jeunes olives. Teoamipte du fait que le verbascoside et
'oleuropéine partagent le méme motif hydroxytydoébig. 64) Amiot et al. (1986) ont
postulé I'existence d’'une relation métabolique entoleuropéine et le verbascoside. Par
conséquent, il est tentant d’avancer I'hypothéese lguméme bioconversion de I'oleuropéine
en verbascoside peut également avoir lieu durauateilissement des feuilles d'olivier. De
plus, a l'instar des isoméres de verbascosidegriaur en oleuroside augmente de maniéere
concomitante a la diminution des teneurs en olaingpet ligstroside. Puisque ces quatre
sécoiridoides sont structurellement proches, il veatsemblable que la bioconversion de
'oleuropéine et/ou du ligstroside en oleurosidéowet verbascoside a lieu durant le
vieillissement. Afin de vérifier que I'oleurosidd ke verbascoside ne provenaient pas du
meétabolisme d’autres composés renfermant unedklieture, une recherche du tyrosol et de
I'hydroxytyrosol a été effectuée dans nos extratsur ce faire, I'extraction de leurs ions
pseudo-moléculaires [M—Hj été réalisée sur les chromatogrammes recosséryiairtir des
spectres de masse acquis en mode balayage. On aignal significatif n'a été détecté.
L’absence de ces produits d’hydrolyse des sécddeton’est pas surprenante, en particulier
pour I'hydroxytyrosol qui est souvent présent densature sous sa forme glycosyiése
Leonardiset al., 2008) En outre, ce résultat renforce quelque peu nioyyothése selon
laquelle l'oleuropéine et le ligstroside sont lesules molécules possédant un motif
hydroxytyrosol (ou tyrosol dans le cas du ligstie3inécessaire a la formation de 'oleuroside
et des isoméres de verbascoside.

Outre cette évolution du profil sécoiridoidique,usoavons également observé que la
diminution de la teneur en aglycones de flavonoidesiercétine et diosmétine)
s’accompagnait d’'une augmentation des teneursumosgjdes de lutéolind-ig. 69). En fait,

il est bien connu que les aglycones de flavonoiglesprésentent de nombreux sites de

glycosylation, sont convertis en glycosides parmglgsosyltransferases au cours des derniéres

- 179 -



Absorbance relative

Résultats et discussion 3. Application du test CAT a I'étude d’extraitgééaux : feuilles d’olivier

étapes de la biosynthése des flavonoidas et al., 2006) En accord avec nos données
chromatographiques, les flavonoides sont probabiiesteckés dans les feuilles agées sous
leur forme glycosylée, qui est censée les protdgerprocessus de dégradation, mais surtout,
de réduire leur toxicité pour la plar(t®ones et Vogt, 2001ar conséquent, en paralléle de la
bioconversion des sécoiridoides, une transformatiea aglycones de quercétine et de
diosmétine en glucosides de lutéoline pourraité&gaht avoir lieu durant le vieillissement. A
ce propos, il est utile de préciser que la glycasyh n’'est pas le seul processus chimique
nécessaire a ce type de bioconversion. En effaddition d’'un groupe 4’-hydroxy- sur le
cycle B de la diosmétine (remplacant le groupe métie), conjointement a I'élimination du
groupement 3-hydroxy- sur I'hétérocycle C de largétine constitue des étapes importantes

de ce schéma potentiel de transformation biochimiqu

3.3. ETUDE DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE DES EXTRAITS DE FEUILLES

La capacité antioxydante des extraits de feuillebvibr a été évaluée par la méthode CAT
selon les mémes conditions que celles décritegdedement pour les composés phénoliques
purs (sections 3.1. et 3.2.). E&gg. 70illustre la cinétique de la chute d’absorbancatiet a
273 nm en absence ou en présence d’extraits deegediolivier (équivalents pondéraux).

(A) Jeunes feuilles 1 (B) Feuilles agées

0.75 0.75

Extrait a 'acétate d’éthyle
o (0,8 mg/L)

Extrait a 'acétate d’'éthyle
poras (0,8 mg/L)

0.5 .- Extrait au méthanol 0.5 Extrait au méthanol
- (0,8 mg/L) ”r’ (0,8 I’T‘IC]/L)
0.25 ! 0.25 1
Extrait au dichlorométhane (2,4 mg/L) Iéxtrait au dichlorométhane (2,4 mg/L)
0 0
0 60 120 180 240 300 0 60 120 180 240 300

Temps d’incubation (min )

Fig. 70.Cinétiques de chute d’absorbance a 273 nm en edsenen présence d’extraits de feuilles
jeunes (A) et agées (B) en émulsion d’huile de tpogfiée. Le milieu réactionnel final contient
115 puM d’huile de tung, 17 uM de Brij 35, 1 mM d'RAl et 0,8 a 2,4 mg/L d’extraits, dans le PBS
(pH 7,2) a 37°C.
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Il est apparu que tous les extraits permettaientetirder 'oxydation de I'huile de tung
induite par 1 mM d’AAPH. L&ig. 70ainsi obtenue, montre clairement que les extragts
n’'induisaient pas de phase de latence significatieequi permet de renseigner, au moins en
partie, leur mécanisme d’action. Ainsi, les extraie feuilles d’olivier semblent davantage
capables de piéger les radicaux dérivés de 'AARHOp que les peroxyradicaux lipidiques
dérivés de I'huile de tung. En effet, nous avoré&afablement postulé (section 3.1.) en accord
avecGoupyet al.(2007)que I'absence de phase de latence était caraifgast’'un piégeage
des peroxyradicaux initiateurs dérivés de I'AAPHcCest probablement a mettre en relation
avec la nature relativement hydrophile des compgs&noliques testés, lesquels sont
potentiellement éloignés des gouttelettes d’hailéinterface (ou a l'intérieur) desquels a lieu
la propagation radicalaire en chaine de I'oxydation

Par ailleurs, afin de pouvoir comparer les val€l®g des feuilles d’olivier avec des activités
antioxydantes établies au moyen d'autres méthodedpde Trolox a été utilisé comme
antioxydant de référence. Ainsi, cet antioxydantréférence a été analysé sur la méme
microplaque (calibrage interne) a quatre concenotratdifférentes (0,4; 0,8; 1,2 et 1,6 uM,
concentrations finales, données non présentéesyquru les feuilles dolivier et plus
particulierement les extraits au dichlorométhanefemnent de grandes quantités de
chlorophylle Fig. 3), qui est un puissant chromophore, 'augmentadies concentrations des
extraits s’est accompagnée d’interférences spestrdans le domaine ultraviolet. Tenant
compte de ce parasitage, la valeur CAdg( 71) a été établie a partir des plus faibles
concentrations testées (i.e. 2,4 mg/L pour lesa@ggtau dichlorométhane, 0,8 mg/L pour les

deux autres), en utilisan&juation 5

2000 +

[] Feuilles jeunes
2 H Feuilles agées
3 1500 +
O
S
) L
S 5 10004 _
()
\q_) ('_U
= s> T
8 N—
< 500
a
© —
0
CH,Cl, AcOEt MeOH

Fig. 71. Valeurs CAT (exprimées en umol de Trolox/g d'eittrsec) de trois extraits
différents (CHCI,, dichlorométhane ; AcOEt, acétate d’éthyle ; Me@idthanol) de feuilles
jeunes et agées.
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L’évaluation de la capacité antioxydante par lahnde CAT a montré que, quel que soit le
solvant d’extraction employé, les extraits de {esil &gées exercent des activités
antioxydantes supérieures aux extraits de jeunedlefe Ainsi, pour les extraits au
dichlorométhane, les valeurs CAT des feuilles jsusent de 146 + 18 pmol d’équivalent
Trolox (ET)/g d’extrait, tandis que celles corresgant aux feuilles agées sont de
211 + 19 umol ET/g d’extrait. De maniere analoquayr les extraits a I'acétate d’éthyle et au
méthanol de feuilles jeunes, les valeurs CAT sadpectivement de 1178 + 81 et
633 £ 83 umol ET/g d’extrait, tandis que celles ptas feuilles agées sont de 1494 + 6 et
873 £ 35 umol ET/g d’extrait. Ces différences peiiven partie étre expliquées par les
bioconversions postulées précédemment. En effetyelbascoside posséde 2 structures
catéchols, tandis que I'oleuropéine n’en contiartige et le ligstroside aucune. Or, comme
nous I'avons déja mentionné, une structure de ¢gdéchol confére une meilleure stabilité au
radical dérivé de I'antioxydant. Ainsi, lors derlgpture homolytique de la liaison O-H, une
liaison hydrogéne peut s’établir entre I'atome @ottl’électron non apparié et le groupement
hydroxyle adjacent. L'établissement de cette liaipermettrait ainsi d’augmenter la stabilité
du radical et, par conséquent, d’abaisser I'énedgiedissociation homolytique (BDE) des
groupements hydroxyles correspondd®@ntos et Simoe4998 ; Wrightet al.,2001) Ainsi,

la bioconversion d’'un composé exempt de structat@ohol (ligstroside) ou comportant
seulement un motif catéchol (oleuropéine) en un pms@ a structure bi-catécholique
(verbascoside), pourrait expliquer la meilleurevétét globale des feuilles agées. Partant de
ce principe, la formation potentielle d'oleurosiden catéchol) a partir de ligstroside
(zéro catéchol) suppose une amélioration de I'aétiantioxydante. En contrepartie, si
'oleuroside dérive du métabolisme de I'oleuropéimaeicune amélioration significative de
l'activité antioxydante n’est attendue, puisquedesix molécules contiennent le méme motif

catéchol.

Concernant les flavonoides, la bioconversion deméses de diosmétine (zéro catechol)
(Fig. 64 en glucosides de lutéoline (un catechol) pourgdlement expliquer la meilleure

activité antioxydante des extraits de feuilles &gd@utefois, il est plus délicat d’interpréter
linfluence de la bioconversion potentielle de Iagpne de quercétine en glucoside(s) de
lutéoline sur la capacité antioxydante. En effégnbgue la lutéoline n’ait pas été testée au
moyen de la méthode CAT, nous avons préalablementrénque la présence d’'une double
liaison G-C; sur I'hétérocycle C associée a la présence d'wupgment hydroxyle en

position 3 permettait d’accroitre la capacité dilewvonoide a piéger un radical libre, ce
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résultat ayant par la suite été confirmé au moyes théthodes DPPH et ORAC
(section 3.2.). Ainsi, le motif quercétine semblereer une activité antioxydante supérieure a
celle du motif lutéoline pour lequel I'hydroxyle @wsition 3 de I'hétérocycle C fait défaut.
Par conséquent, la bioconversion de la quercétmeutéoline, méme sous sa forme
glucosylée, suppose une moindre capacité antioxgdpaur les extraits correspondants.
Finalement, considérant le nombre de structureéchats comme un indice de l'activité
antioxydante, nous pouvons avancer I'hypothese dprant le vieillissement des feuilles
d’olivier, (i) certaines bioconversions (oleuropéine/ligstrosideverbascoside ; aglycone de
diosmétine— glucosides de lutéoline) induisent un effet pbsitir I'activité antioxydante,
(i) d’autres bioconversions (quercétireglucosides de lutéoline) un effet négatif, targlie

(i) d'autres encore n’exercent pas d'effet signiffcafoleuropéine — oleuroside).
Globalement, le cumul de tous les effets ponctiptssitifs ou négatifs) conduit a une
amelioration globale (25 %) de la capacité antiaxyd des extraits obtenus a partir des
feuilles agées comparée aux jeunes feuilles d@liviA long terme, de plus amples
expérimentations impliquant notamment la mesurelpanéthode CAT de composés purs
comme la lutéoline-DB-glucoside seront nécessaires pour élucider I'ihdaaces évolutions

chimiques sur la capacité antioxydante.

3.4. CONCLUSION

En conclusion, la composition phénolique des fesilld’'olivier varie dans le temps,
probablement selon deux bioconversions principalesdle des aglycones de flavonoides en
glucosides de lutéoline, et celle des glucosidéydioxytyrosol(oleuropéine, oleuroside et
ligstroside) en versbascoside. Il ressort de @stide que ces variations du profil phénolique
ont exercé un effet significatif sur la capacitéi@ydante des extraits, comme cela a pu étre
mesuré en employant la méthodologie CAT. Parmi tesigxtraits testés, I'extrait a I'acétate
d’éthyle des feuilles agées a exercé la plus fmapacité antioxydante en milieu émulsifié. Ce
résultat pourrait étre utilement employé au dévystopent de produits cosmeétiques ou
d’additifs alimentaires. Il démontre clairementy pdleurs, que la méthode CAT est adaptée a

I'étude d’extraits végétaux.
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4. ETUDE DE LA CAPACITE ANTIOXYDANTE SUR CULTURES C ELLULAIRES

Le stress oxydant, résultant d’'un déséquilibreeelets systémes antioxydants et la production
d’oxydants comme les especes réactives de I'oxy(feR©®), semble étre lié & de nombreuses
maladies plurifactorielles au premier rang des@seligurent les cancef&awanishiet al.,
2002) les maladies cardio-vasculairéSachidanandamet al., 2005) et linflammation
(Bodamyali et al., 2000) Les mécanismes par lesquels ces pathologies sdoppeat
impliquent généralement l'altération oxydative delécules d’'importance physiologique
comme les protéines, les lipides et les acidesémats, ainsi que la modulation de
I'expression des genes et de la réponse inflamneatéu cours de I'évolution, les organismes
aérobies dont 'lHomme, se sont adaptés pour colaseeffets déléteres du stress oxydant,
notamment par la mise en place de systemes de sg@efdParmi eux, les systemes
enzymatiques, notamment les superoxyde dismutakes, catalases, les glutathion
peroxydases ainsi que les systemes thiorédoxir@d, reconnus comme étant les plus
performants dans la détoxification des EROs. Lescpaux systemes antioxydants non
enzymatiques présents dans I'organisme humain upgra, quant a eux, le glutathion, la
bilirubine, les hormones sexuelles cestrogénique'scide urique, les formes
ubiquinol/ubiquinone, et l'acide dihydrolipoiquen Ebutre, nombre d’études s’accordent
aujourd’hui sur limportance de la contribution demtioxydants exogenes, apportés
notamment par l'alimentation, dans la lutte corngestress oxydant. Ces antioxydants,
essentiellement d'origine végétale, sont apporés $a forme de composés phénoliques, de
tocophérols, de tocotrienols, d’acide ascorbiquéeetaroténoides. Se pose alors la question
de leur efficacité réelle et des outils nécessairesir évaluation.

De nombreuses études ont porté sur la modulatiorsttkss oxydant cellulaire par les
composés phénoliquesija leur action antioxydante en particulier. Les medetl’études
employés vont des cellules en cultimevitro, a I'essai cliniqgue chez ’'Homme, en passant par
les modeles animaux. Les cultures cellulaires ptése I'intérét d’étre plus représentatives
des processus oxydatifs a I'ceuvre en biologie, lgsiesystéemes chimiques de type CAT ou
ORAC, mettant simplement en jeu un substrat oxygabh milieu, un oxydant et un
antioxydant. De plus, ces cultures cellulaires tiarent une approche plus simple a mettre en
ceuvre que les modeles animaux ou humains.

Généralement, I'étude du stress oxydant dans daersgs cellulaires implique I'utilisation
d’'inducteurs exogenes des phénomenes d’oxydatiommep I'antimycine A (inhibition du
complexe lll de la chaine respiratoire mitochoridjiales LDLS oxydés, les métaux de
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transition, les initiateurs azo ou les hydroperasydCependant, il est souvent difficile de
distinguer les effets propres de l'antioxydant, ceux, plus complexes, provenant de
l'interaction de ces derniers avec les inductetogydiation utilisés. L’emploi de métaux de
transition peut ainsi interférer fortement danyvdl@ation de la capacité antioxydante. Il a
ainsi été montré que I'ordre d'efficacité antioxgitiad’anthocyanines vis-a-vis de LDLs était
totalement différent selon la concentration de i@mployéegSatué-Graciaet al., 1997)
Frankel et Meyer (2000)nt attribué cette influence au fait que les acyhaines agissaient
par l'intermédiaire de différents mécanismes d@ctincluant notamment la réduction
d’especes oxydantes et la chélation du cuivre.UD&ait, I'utilisation de métaux de transition
peut faire basculer le comportement d’un composénee l'acide ascorbique d’antioxydant a
pro-oxydant. En effet, I'acide ascorbique peut idle F€* en Fé', ce dernier pouvant
catalyser par la réaction de Fenton, la réductiaonpdroxyde d’hydrogéene en radicaux
hydroxyles (Niki et Noguchi, 200Q) En marge des métaux de transition, 'emploi des
initiateurs azo comme le 2,2’-azobis(2-amidinopragadihydrochlorhydrique (AAPH) peut
également étre sujet a critique. Leur mode d’actetnnotamment la possibilité que les
peroxyradicaux générés dans le milieu extracetilgiuissent traverser la membrane
cytoplasmique, est mal connliakahashiet al. (2001)ont ainsi observé que l'incubation de
lignées cellulaires de type monoblaste avec I'AARIduisait seulement une oxydation
membranaire et non cytosolique, venant probableetiextérieur de la cellule. Dans ce cas
de figure, un antioxydant efficacement internalpa¥ la cellule pourrait s’avérer étre un
mauvais piégeur de radicaux libres. Un tel biaigr@ot ainsi fausser les interprétations dans
I'estimation du potentiel antioxydant d’'une molézualonnée. D’autre part, comme le reporte
Tsuchiyaet al. (2001), I'utilisation d’initiateur combiné aux molécules taxydantes peut
s’accompagner d’'une augmentation de la turbiditésda cellule, ce qui rend impossible le
suivi de I'oxydation en utilisant des sondes flig#niques ou fluorescentes. Finalement, quel
gue soit l'initiateur choisi, il apparait que I'éi des propriétés antioxydantes d’une molécule
donnée peut souffrir de biais expérimentaux norigeagples, dus a I'impossibilité d’isoler

I'effet propre de I'antioxydant.

Pour contourner en partie cette difficulté, I'équigu Dr G. Cabello a récemment développé
par transgénése une nouvelle lignée de fibrobldsiagins caractérisée par une production
endogene importante d’especes oxydantes d’origimechondriale. Cette particularité rend

possible I'évaluation de la capacité antioxydargeliverses molécules sans avoir recours aux

inducteurs exogenes classiques d’oxydation, poue darée d'analyse généralement
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by

eéquivalente a celle utilisée dans ces conditiongecAcette lignée, la durée d’analyse est
uniguement déterminée par le temps d’incubationsidstances antioxydantes nécessaire a
I'observation d’effets significatifs.

Outre les conditions d’oxydation, la seconde pnaiaittque concerne I'évaluation, au sein des
cellules en culture, de la capacité antioxydante sidstances testées. Comme nous l'avons
préalablement abordé, cette mesure nécessite m&sies phénoménes oxydatifs. Deux
stratégies sont généralement utilisées : la medila disparition d’un substrat oxydable, ou
la mesure de I'apparition de produits d’oxydati@r, dans un systeme complexe, il semble
délicat de discerner du « bruit de fond » cell@l@mbiant, le signal d’uguelconquesubstrat

ou produit d’'oxydation endogéne. Cette limitatiomamduit a I'emploi de sondes exogénes,
artificielles pour la plupart, de nature parfaiteineléfinie et manifestant des propriétés
spectrales spécifiques. Il est généralement ado@degsuivi de leur dégradation oxydative au
sein de la cellule constitue un indicateur du niveas especes oxydantes présentes.

Nous avons précédemment cité des exemples de sdhaesscentes comme l'acide
cis-parinarique, les fluorescéines lipophilisées stdendes BODIPY dont I'oxydation induit
une chute de fluorescence. A l'inverse, une sohaedgénique constitue la forme réduite (ou
dihydro-) non fluorescente d'un fluorophore. L'oxattbn de la molécule fluorogénique
(2, 7’-dihydrodichlorofluorescéine, dihydrorhodamin 123, dihydrofluorescéine,
dihydroéthidium, etc.) restaure le systeme conjudiuduorophore dont elle dérive et induit
par conséquent I'apparition de la fluorescence. pjrepriétés physico-chimiques (lipophilie,
hydrophilie, biomiméticité, biodistribution, diffiugté post-oxydative, ...) et spectrales
(sensibilité aux interférences spectrales, déplacéme Stockes, compatibilité des longueurs
d'onde d'excitation et d'émission avec |'apparaja optique disponible, rendement
guantique, susceptibilité a la photoxydation, ...)ntsales criteres qui orientent bien
evidemment le choix d’'une sonde. Parmi ces critdaeprésence ou l'absence de spécificité
pour une espéce oxydante particuliere ainsi quelotalisation de la sonde dans
'environnement pluricompartimenté cellulaire sgerimordiales. Il est ainsi possible de
distinguer les especes oxydantes mitochondrialegtesoliquegDiaz et al.,2003) En outre,
une sonde exogene simple a mettre en ceuvre etnfesedes propriétés spectrales
compatibles avec tous types d’appareillage (systeptigue a filtre ou a monochromateur)

semble avantageuse.

Dans ce contexte, nous avons choisi de mettre fé [@gotentiel prometteur des cellules a

forte production endogene d’espéces oxydantes, pealuer la capacité antioxydante de
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molécules modeles. Dans ce chapitre, nous décrilermaise au point expérimentale et

I'application de cette nouvelle méthode aux compga#noliques.

4.1. CHOIX DES CONDITIONS EXPERIMENTALES

Le type cellulaire adopté, le choix et I'optimisatides conditions opératoires dans ce type
d’approche vont essentiellement concerner la naterda sonde exogene, la densité cellulaire
a mettre en ceuvre, ainsi que le temps d’incubaida mode d’incorporation des substances
antioxydantes.

Dans cette étude, les sondes exogenes présentéamiblendéplacement de Stockes, comme
les sondes BODIPY, n'ont pas été retenues. En,elfetproximité de leurs spectres
d’excitation et d’émission nécessite une correctienl’intensité d’émission par le spectre
d’excitation. Par ailleurs, l'utilisation de cenmas sondes exogénes est sujette aux
interférences provenant de la formation de lipadhes (~ 430-490 nm), comme c’est le cas
de l'acidecis-parinarique ou de ses dérivés phospholipidiquespgsentent une émission
maximale vers 413 nifBklaret al., 1975 ; Kuyperst al.,1987) En paralléeleHempelet al.
(1999) ont rapporté I'absence de spécificité des sontlesdgéniques envers une espéce
oxydante particuliere. Par conséquent, ces sono@ifsent seulement une information
générale relative aux réactions d’oxydation aysmt &u cours d’un stress oxydatif cellulaire.
A ce titre, elles possédent l'avantage de pouvti étilisées afin d’étudier le potentiel
antioxydant global de diverses molécules ce qustit I'un de nos objectifs. Parmi elles,
nous avons sélectionné la 2’,7’-dichlorodihydrofiescéine, tres largement utilisée dans la
littérature. L’'étude de son comportement dans I@mnement cellulaire est donc bien
documentée, notamment au niveau des possibleacdgte qui présente un avantage certain
guant a l'interprétation des résultats. En outo# absence de spécificité pour une espéce
oxydante particuliere et sa localisation cytos@igNegre-Salvayreet al., 2002) semblent
adaptés a I'évaluation en premiére approche dunpeteantioxydant de diverses molécules
en utilisant le modeéele des fibroblastes a fortedpotion d’especes oxydantes. Si une
information plus spécifique s’avérait nécessairencernant notamment la localisation
cellulaire de l'antioxydant, des sondes plus spfoifs, comme la dihydrofluorescéine a
localisation mitochondrial@Diaz et al.,2003) pourraient étre employées.

Enfin, selonNegre-Salvayreet al. (2002) l'utilisation d’esters de sondes fluorogéniques
permet une meilleure internalisation cellulaire papport & la sonde non estérifiée. A

I'intérieur de la cellule, la fonction ester esdglysée par des estérases intracellulaires pour
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générer la 2',7-dihydrodichlorofluorescéine, quorrhe un composé fluorescent, la
2’ 7’-dichlorofluorescéine Kig. 72 aprés oxydation par les espéces oxydantes

intracellulaires.

2',7'-Dichloro fluorescéine
(Aex: 500 / Aery : 525 nm)

HOOOH OOOH
cl cl Oxydation cl X cl
H

l COOH l COOH

Fig. 72.0xydation de la 2’,7'-dichlorodihydrofluorescéiar 2’,7’-dichlorofluorescéine.

2',7'-Dichlorodihydrofluorescéine

v

Généralement, la fluorescence résultante peutoservée par microscopie a fluorescence,
ou mesurée par spectrofluorimétrie ou cytométrieflde. Le choix de la technique de
détection utilisée dépend notamment du type céltuld&n effet, la cytométrie de flux est
largement employée pour les cellules cultivéesuspansiort® (lymphocytes, cellules Hela)

; la microscopie ou la spectrofluorimétrie étanispindiquées pour les cellules adhérentes
telles que les fibroblastes. Ce constat nous a wtmda utiliser l'estimation par
spectrofluorimétrie de la fluorescence associé®xydation de la sonde. En outre, pour
satisfaire I'objectif de haut débit, une optimisatdes principaux parameétres opératoires a été
réalisée sur microplaques de 96 puits.

Ce test est donc basé sur la modification de hisité de la fluorescence des esters acétiques
de 2',7'-dichlorodihydrofluorescéine (DCHF-H induite par différentes concentrations
d’antioxydants.

Le second parametre a optimiser concerne la dereditdaire a mettre en ceuvre. Lors de la
phase de prolifération, les cellules croissent agmsemencement jusqu’a former un tapis
cellulaire homogéne sur toute la surface du fondndpuits de microplaque. Aprés la
formation de ce tapis, connue sous le nom de ceméle, débute la phase de différenciation
cellulaire au cours de laguelle le phénotype d#ales susceptibles de subir un processus de
différenciation change. Pour étudier les cellulesgphase de prolifération tout en évitant les

effets complexes de la différenciation, une densélulaire de 10000 cellules/puits s’est

18 Notons que la cytométrie de flux peut néanmoires@mployée sur des cellules adhérentes
apres trypsinisation.
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révélée adaptée. Cette densité cellulaire estelial couramment utilisée pour ce type de test
réalisé en microplaque 96 puits (diamétre : 6 nsm) fibroblastes de derme huméitidalgo

et al.,1998)ou sur lignée cellulaire d’hépatomes humdikiga et al.,2006)

Outre la densité cellulaire, le mode d’incorponatates substances a tester est un parameétre
crucial. Or, le caractere lipophile d’'un grand neenly’entre elles n’est pas compatible avec la
préparation d’'une solution mére aqueuse dans désumide type Dulbecco's modified
Eagle's medium (DMEM). Généralement, les composésophobes (mais également les
composeés hydrophiles) sont incorporés au milieucalkéure sous la forme de solutions
organiques, en utilisant, par exemple, I'éthanoll@diméthylsulfoxide comme solvant. Ce
mode d’incorporation permet ainsi d’étudier ungéagamme de molécules. D’autre part, les
substances antioxydantes et plus particulierenesntdmposés phénoliques sont plus stables
en solution organique qu’en milieu aqueux. A ceirdgzZhu et al. (2000)ont montré que la
myricétine (flavonol) était complétement dégradpeea quatre heures de stockage dans une
solution agueuse. Se pose alors la question datlemendu solvant ainsi que de la quantité qui
va étre incorporée au milieu de culture final pobtenir des conditions de culture optimales.
Les solvants cytotoxiques (a faible dose) commmaé¢hanol, I'acétone ou I'acétonitrile sont
bien évidemment a proscrire. Dans cette étude, rwmns solubilisé les composés
phénoligues dans I'éthanol. Par la suite, 2 pLeateecsolution ont été additionnés a 2 mL de
milieu de culture, I'éthanol y étant concentré d Q% (vol), ce qui représente des
concentrations couramment rencontrées dans ce dgpéest(Lotito et Frei, 2006) La
possibilité que I'éthanol induise un effet antioawntl en lui méme sera par la suite évaluée.
Enfin, concernant la durée d’exposition, I'étudess’ plus particulierement focalisée sur
I'exposition chronique des cellules a différentesmaentrations de ces composés (24, 48 et

72 h) puisque des effets significatifs ont pu étseervés en moins de 72 h.

4.2. ETUDE DES PROPRIETES ANTIOXYDANTES DE COMPOSESPHENOLIQUES

Les cultures cellulaires constituent des systeraeseiment organisés et compartimentés, dans
lesquels la modulation des fonctions cellulairesdes substances antioxydantes telles que les
composés phénoliques est dépendante de leur méeadisction, mais également de leur
localisation. Le mécanisme d’action le plus dirgopliquerait la diffusion a travers la
membrane cytoplasmique du composé phénolique,-celéduisant par la suite les espéces
oxydantes par contact direct a I'intérieur de [Huée Cependant, des mécanismes d’action
indirects, plus complexes ne peuvent étre écakiEs.composés phénoliques pourraient en
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effet interagir au niveau des lipides ou des pna®imembranaires, induisant une diminution
de la quantité d’'espéces oxydantes par l'interniedide cascades réactionnell€3r, la
perméation a travers la membrane ou une éventimdieaction au niveau membranaire est
probablement dépendante de la structure de la mieléen particulier de son caractere
hydrophobe. Dans ce contexte, I'étude de linfleerde I'hydrophobie des composés
phénoliqgues sur les phénomenes oxydatifs cellgag®mble particulierement pertinente.
Cependant, la majorité des études mettent en cdegreomposés phénoliques présentant des
structures différentes. Ainsi, I'influence réelle thydrophobie sur I'activité anti-oxydante
peut étre masquée par d’autres parametres phyisicoeties des molécules testées. Dans le
but de focaliser I'étude sur I'hydrophobie, nousm choisi d’étudier I'activité antioxydante
d’'une série homologue d’esters d'acide 5-caféoyliquie, lesquels different seulement entre

eux par la longueur de la chaine alkyfegy( 73).

Acide 5-caféoylquinique Esters d'acide 5-caféoylquinique
@) O
o]
o = ” o =
HOOC 5 R—OC 5
OH OH
1 4 1 4
HO, [ OH OH HO > | OH or
OH OH
R : CHs 5-caféoylquinate de méthyle
R : -(CH,)3-CHj3 5-Caféoylquinate de butyle
R : -(CH,);-CHj3 5-caféoylquinate d’octyle
R : -(CH,)11;-CH3 5-caféoylquinate de dodécyle
R : -(CH,)15-CH3 5-caféoylquinate d’hexadécyle

Fig. 73.Composés phénoliques modeles testés.

Ainsi, suivant les conditions opératoires préalatdpt choisies, la capacité antioxydante de
différentes concentrations (0, 10, 25, 50 et 100 d¥%icide 5-caféoylquinique et de ses esters
alkyligues a été évaluée. L’étude s’est focalisee I'exposition chronique des cellules a
différentes concentrations de ces composeés (24t 43 h).

D’autre part, tenant compte du fait que ces congposiéénoliqgues sont susceptibles
d’'influencer la croissance cellulaire, nous avonsprimé la fluorescence de la
2', 7’-dichlorofluorescéine par rapport a la quaintifADN (exprimée en g d’ADN/puits). En

outre, les composés phénoliques étant incorpongs lacforme de solution éthanolique, nous
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avons évalué l'influence de la présence de 0,1 &thdhol sur la capacité antioxydanfeeg(

74). Or, aucun effet significatif n’a pu étre obserd&anmoins, par surcroit de précaution, les
capacités antioxydantes observées ont été exprirméespourcentage d'inhibition de
'apparition de 2’,7’-dichlorofluorescéine en prése de la substance testée par rapport au
contrle sans antioxydant mais contenant le véhi¢éthanol) ; ces capacités antioxydantes

étant rapportées a la quantité d’ADN en pg.

T 80000 - & 0,1 % (vol) éthanol
g O 0 % éthanol
™
Lo
8 £ y =801,89 x + 1378,9
e < 60000 + R2=0,931
o =
S Y. 40000 -
Y= X T
) [}
- = ]
\9 U)—
D2 y=753,83 x +1292,8
qCJ § 20000 = R2 = 0,969
c
-
(%]
L
c 0 r r r
>
~ 0 24 48 72

Durée d'exposition (heure)

Fig. 74.Influence de I'éthanol sur la formation de 2’,7&kiorofluorescéineity : 485 nmien, :

530 nm). Le milieu de culture contient 100 uM dg’2dichlorodihydrofluorescéine-diacétate,
10 % (v/v) de sérum de veau fecetal et 0,1 % (v/€th@dinol. Les résultats ont été exprimés
comme la moyenne (+ écart type) de 4 mesures indépées réalisées sur 4 microplagues
différentes ensemenceées a partir de 4 suspensthalsices.
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Acide 5 -caféoylquinique (A) 5-caféoylquinate de méthyle (B)
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Fig. 75.Influence de I'acide 5-caféoylquinique et de saems alkyliques sur la formation de

2', 7’-dichlorofluorescéineXeyx : 485 nMiem : 530 Nm). Le milieu de culture contient 100 uM

de 2’,7’-dichlorodihydrofluorescéine-diacétate, %0(v/v) de sérum de veau fcetal, 0, 10, 25,
50 et 100 uM de composés phénoliqgues et 0,1 % @&thanol. Les résultats ont été

exprimés comme la moyenne (x écart type) de 4 ressimdépendantes réalisées sur 4
microplaques différentes ensemencées a partirsgspgensions cellulaires.
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Il apparait dans un premier temps que I'acide ldnsi que les esters méthylique et octylique
n'ont pas exercé d'inhibition notable de la flumesce de la sonde durant les 72 h de
traitement. En revanche une inhibition significat& été constatée pour les esters butylique,
dodécyligue et hexadécylique, ces deux derniersasgctérisant par la présence d'un effet
dose-dépendanFigs. 75E et 75 Une longueur de chaine de 12 atomes de carlembels
protéger de maniere maximale la DCHE-d¢ I'oxydation. Par contre, 'augmentation de la
longueur de la chaine de 12 a 16 atomes de cadlaomompagne d’'une diminution de cette

capacité.

D’un point de vue quantitatif, la maniére d’exteamne information pertinente a partir des
données analytiques est cruciale. Généralemedét&amination de la concentration molaire
nécessaire pour diminuer de 50 % le signal inifi&Cso) est utilisée, aussi I'avons-nous
appliguée a l'acide 5-caféoylquinique et a sesrestkyliques Tableau 7). Par souci de
clarté, la capacité antioxydante a été expriméamesrse d’EGy multiplié par 100 comme
suit quation 2J):

Capacité antioxydante = 100 x (1/&)C (Eq. 2))
100 x (1/ECsp)?

Composé 24 h 48 h 72 h
Acide 5-caféoylquinique nc® nc nc
5-Caféoylquinate de méthyle nc nc nc
5-Caféoylquinate de butyle nc <1 2,3
5-Caféoylquinate d'octyle nc nc nc
5-Caféoylquinate de dodécyle 4,8 5,3 5

5-Caféoylquinate d’hexadécyle 2,6 29 2,7

2 Exprimée en pM
® Non calculable

Tableau 7.Valeurs de capacité antioxydante déterminées gyaphient a partir de I'Bfg
des courbes fournies surfay. 2.

L’ester dodécylique présente ainsi une capacité®xytante deux fois plus élevée que celle
obtenue pour I'hexadécyle. Le cas de I'ester bgindi est plus délicat a traiter puisque la
durée de traitement semble influencer la capacitéoxydante, comme en témoignent les
résultats obtenus avec la concentration de 100 yrMag-ig. 75C. Aprés 24 h, aucune &

n'a pu étre déterminée dans la gamme des condensdestées. En-revanche, pour des
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durées d’exposition de 48 et 72 h, les capacitéexyaantes ont été respectivement de ~ 1 et
2,3uM™. En outre, 'EGo n’a pu étre déterminée sur toutes les substarséies, comme en
témoigne le cas de l'acide 5-caféoylquinique etsde esters méthylique et octylique qui
n’exercent pas d’inhibition notable. Ceci empéctétudiier quantitativement I'influence de la
longueur de la chaine alkyle sur la capacité aptiante de I'ensemble des molécules.
D’autre part, il est & noter que, par définitiolgtdblissement de I'E§; ne prend pas en
compte les concentrations supérieures a cettev@eucela peut conduire a des estimations
erronées, comme dans le cas des esters butyligoexatlécylique pour les traitements de
72 h. Ainsi, a cette durée d’exposition, la prisecempte de I'EG de ces deux composes
laisserait supposer qu’ils exercent des capacitiexydantes proches. Or, de toute évidence,
I'ester hexadécylique exerce une activité antioxyelabeaucoup plus marquée pour les
concentrations les plus élevées.

Ce probleme peut toutefois étre contourné en cérand un indicateur bi-dimensionnel tel
gue lintégration de la surface sous la courbeabexentrations : plus faible serait cette aire,
plus forte serait la capacité antioxydante du casgpmnsidéré. Calculer ces aires supposent
d’ajuster les points expérimentaux par un modeléhématique. Pour cela, un modele
mathématique de type y = a — [(a-d) * x * c]/ (s 4 x * c) a été développé pour chaque

courbe, les parametres de ce modeéle étant préstanédelableau 8
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Paraméres du modéle

. < Erreur , Airesous
Composé Durée a b c d standard R la courbe
Acide 5-caféoylquinique 24h 100,00 9,22 16,98 8554 9,2989 0,80 8688

48h 100,00 1,10 1,80 83,00 - - 8380

72 h 99,82 5584,23 1,62 -1885,68 0,0000 1,00 9872

5-Caféoylquinate de méthyle 24h 100,02 14,78 2,37 71,79 0,5310 0,99 7726

48 h 100,00 4,87 0,46 78,75 0,0000 1,00 8487
72 h 100,14 156,94 0,84 10,09 2,1001 0,99 7699
5-Caféoylquinate de butyle 24 h 100,00 10,34 17,64 63,32 2,5413 0,99 6713
48 h 99,97 112,39 0,61 -1,10 1,6104 0,99 6461
72 h 99,87 20,92 1,48 32,15 1,8874 0,99 5386
5-Caféoylquinate d’octyle 24 h 99,72 136,51 0,91 48,97 3,3394 0,98 8627
48h 100,62 29,44 1,65 85,35 3,5741 0,95 9140
72 h 99,47 18,22 3,36 80,89 5,3178 0,96 8480
5-Caféoylquinate de dodécyle 24 h 99,71 21,35 5,35 3,05 1,0437 0,99 2492
48 h 99,72 18,72 3,40 -1,73 2,3187 0,99 2048
72 h 99,46 19,43 3,05 -2,71 3,6368 0,99 2130
5-Caféoylquinate d’hexadécyle 24 h 104,95 33,26 2,37 2,45 10,7598 0,99 4368
48 h 101,63 33,79 2,30 -7,82 3,6603 0,99 3704
72 h 98,76 37,79 2,50 -8,87 2,3097 0,99 3877

Tableau 8.Paramétres du modele mathématique.

Le premier avantage de cette analyse est quetldéfedoute substance peut étre quantifié.
D’autre part, 'ensemble des concentrations utlésést pris en compte avec le méme poids,
guelle que soit la cinétique enregistree.

L'intégration de l'aire sous la courbe des conaiins a ainsi permis de classer
(indépendamment de la durée d’exposition) [l'effitacantioxydante des composés
phénoligues dans l'ordre suivant: 5-caféoylquinate dodécyle > 5-caféoylquinate
d’hexadécyle > 5-caféoylquinate de butyle > 5-cgliiainate de méthyle ~ 5-caféoylquinate
d’octyle ~ acide 5-caféoylquiniqué&if. 76).
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Fig. 76. Influence de la longueur de la chaine alkyle awdpacité antioxydante. La capacité
antioxydante a été exprimée selon des unités aireir prenant en compte l'inverse de laire
sous la courbe des concentrations présentées Bigy. [25

Globalement, les composés phénoliques peuvent rolduhiveau des especes oxydantes par
une multitude de voies d’action. En essayant dsselaces effets, nous pouvons considérer
deux grands types d’interaction selon qu’ils s’eget en amont et/ou en aval de la génération
des espéces oxydantes. L’interaction en amont coacessentiellement une action des
composés au niveau des complexes protéiques inggliglans la production d’espéces
oxydantes, mais peut également résulter d'une mdéi de voies indirectes dont la
modulation de I'expression des génes. Une actioraval concerne en premier lieu une
activité antiradicalaire par cession d'un atome rbgdne a un radical libre, mais peut
egalement impliquer la modulation de I'expressi@s @génes pour la synthése d’enzymes
antioxydantes.

Comme nous l'avons préalablement abordé, la DChIBdtble étre spécifiquement oxydée
par les espéces oxydantes cytosoliq(leégre-Salvayreet al., 2002) Or, le fait que la
fluorescence de la DCHF;Hliminue en présence d’'un antioxydant dans un tgieillaire
donné, n'implique pas forcément que 'action angalente soit directement induite au niveau
cytosolique. Ainsi, la possibilité d’une interacti@n amont par inhibition de la production
d’EROs mitochondriaux initi€ée au niveau membranaieepeut étre totalement écartée. En

effet, la présence dans la membrane cytoplasmigeielad NADPH oxydase, source
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enzymatique d’EROs importante, pose avec acuité tefle question. L’inhibition de
l'activité de cette enzyme par les substancesdesté niveau de la membrane est en effet
susceptible de diminuer la production d’EROs, etymde de conséquence la fluorescence de
la DCHF-H. Néanmoins, un tel mécanisme d’action semble pebable avec le type
cellulaire employé dans cette étude, puisque laymtion accrue d’espéces oxydantes est
essentiellement d’origine mitochondriale. Dans oatexte, une action inhibitrice sur la
NADPH oxydase se traduirait vraisemblablement paeffiet trés modéré, ce qui n'est pas le
cas de linfluence enregistrée pour les esters ddid@e Fig. 75E) et hexadécylique
(Fig. 759 qui abrogent completement le stress oxydant pesirconcentrations les plus
élevées. Au niveau mitochondrial, en revanche, inhiition de la production d’EROs ou
leur neutralisation au niveau cytosolique poureipliquer la forte décroissance du stress
oxydant pour ces deux esters d'acide 5-caféoylquini

Concernant les interactions en aval, la neutrédisatdirecte des especes oxydantes
cytosoliques par les substances utilisées consiitumécanisme d’action probable. Dans ces
deux cas, un transfert membranaire passif ou ésassturant une localisation intracellulaire
des antioxydants proches des sites de productioresleespéces oxydantes constituerait un
atout déterminant pour piéger les espéces oxydabtmss ce cas de figure, nous pouvons
avancer I'hypothese selon laquelle la meilleurecatité antioxydante des esters dodécylique
et hexadécylique serait essentiellement attribuahiee meilleure internalisation au sein de la
cellule. Serrancet al. (1998)ont a cet égard reporté que la fluorescence dsyaation de

la DCHF-H était rapidement abaissée en présence d’estercylmpiee d’acide gallique,
tandis que I'ester propylique nécessitait de phungjlie période d’'incubation. Ces résultats ont
amené les auteurs a postuler que I'ester dodéeypagsentait une meilleure perméabilité que
son homologue.

En se focalisant sur les esters dodécylique etd#exdique, laFig. 76 montre qu’'un effet
antioxydant maximum a été atteint pour une longaeuchaine de 12 atomes de carbone, et
gu’'au-dela (16 atomes de carbone), une diminutmtaccapacité antioxydante est observée.
D’aprésPrzestalsket al. (2000) cette allure quasi-parabolique est connue emgi@lsous le
nom d’effet cut-off et a été communément observée dans I'étude desds/eactivités
biologiques Devinskyet al.,1990 ; Locatellet al.,2008 ; Birnieet al.,2000. SelonBalgavy

et Devinsky (1996)’effet cut-off rencontré en biologie a été observé pratiguemehiague
fois qu’'une série homologue de molécules amphiplalété testée. Si le maximum d’activité
pour la chaine dodécylique peut vraisemblableméaet @&tribué a une meilleure perméation

des membranes biologiques, la diminution d’effiacantioxydante observée suite a
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I'élongation de la chaine aliphatique est pluscdéé a expliquer. De nombreuses théories ont
été développées pour rationnaliser ce phénomesgudéies sont principalement articulées
autour de deux types d’'interactions : les intecmsiavec les protéines membranaires et celles
avec les lipides. Parmi différentes variantes cora# les interactions avec les protéines,
Richards et al. (1978) ont proposé qu'une perturbation de la structure pdetéines
membranaires puisse étre a l'origine de I'effet-off A I'opposé, I'hypothése selon laquelle
la phase lipidique de la membrane serait le sigetain possible du phénomeéne ag-off a

éte reportée et a donné lieu a de tres nombreasiestes.

Le grand nombre de théories tentant d’expliqueiffdtecut-off vient probablement de la
complexité des systemes vivants étudiés et deffiaudiié d’isoler un mécanisme particulier
dans le « bruit de fond » cellulaire ambiant. Daescontexte, les tesis vitro acellulaires’
impliquant des systemes plus simples sont fréequarthem@ployés pour fournir des clés de
compréhension (et non d’extrapolation) aux phénasetellulaires. Ainsi, dans l'optique
d’approfondir I'étude du mode d'action antioxydamipus avons soumis cette série
homologue de composés phénoliques aux méthodolGgigset DPPH.

4.3. ETUDE DES PROPRIETES ANTIOXYDANTES EN SYSTEMESACELLULAIRES

Pour cette étude en systemevitro acellulaire, les méthodes CAT et DPPH ont étésiesi
L’acide 5-caféoylquinique et ses esters alkyliqued été analysés selon les conditions
décrites dans la section matériels et méthodesaibeurs, notons que la méthode ORAC
guant a elle, n’a pu étre utilisée du fait de lurmamphiphile des composés testés.

Il apparait sur l&ig. 77, que l'influence de la longueur de la chaine akstir la capacité
antioxydante évaluée par la méthode CAT est sirailai celle observée sur les cultures
cellulaires, avec un maximum d’activité pour I'este@décylique et une diminution de I'effet
antioxydant pour I'ester hexadécylique. En revangioair la méthode DPPH, la tendance est
différente de celle observée en milieu cellulavecaun maximum d’activité pour les esters
butylique et octylique. A ce propos, la méthode BIRfe rend pas compte de la localisation
de I'antioxydant vis-a-vis du substrat oxydable. éffet, la procédure DPPH n’implique ni
substrat oxydable, ni systéeme compartimenté, nmikesient un milieu homogene contenant
les substances antioxydantes et le radical DPPHSs Da contexte, les résultats obtenus avec
cette méthodologie semblent ne pas pouvoir foules clés d’interprétation pour expliquer le

mécanisme d’action a I'origine de I'effetit-off observé sur culture cellulaire.

19 Le terme acellulaire signifie que les expérimeatst ont été réalisées en absence de cellule.
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Capacité antioxydante
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Fig. 77.Influence de la longueur de la chaine alkyle awrdpacité antioxydante mesurée par
les méthodes CAT et DPPH.

Concernant les résultats obtenus avec la métho@ol@AT, nous pouvons avancer
'hypothése que jusqu'da huit atomes de carbone,mialécule correspondante reste
majoritairement localisée dans la phase aqueusdistajue I'oxydation est initiée par les
peroxyradicaux a l'interface huile-eakid. 78). En d’autres termes, l'effet antioxydant de
I'acide 5-caféoylquinique et de ses esters méthbglidputylique et octylique n’est pas optimal
en raison d’'un éloignement du substrat oxydableré&manche, une capacité antioxydante
maximale est atteinte pour une chaine aliphatigueportant douze atomes de carbone, ce
qui est probablement du a un rapprochement, voir@ngrage de I'antioxydant vis-a-vis de la
gouttelette d’huile de tung. Enfin, concernant lmidution d’activité¢ pour 16 atomes de
carbone, nous postulons que I'ester corresponddnnajoritairement présent sous la forme
de micelles. En effet, il est généralement admes lguconcentration micellaire critique d’'un
composé donné diminue lorsque la longueur de Iinehaugmente (toute chose étant égale
par ailleurs)Yuji et al.,2007) Ainsi, lorsque la longueur de la chaine alkyleggade 12 a 16
atomes de carbone, I'ester correspondant poureait@muler dans la phase aqueuieun
processus de micellisation. Or, une telle confolonaprésente trois inconvénients majeurs en
termes de capacité antioxydante. Le premier cansist un éloignement probable de

'antioxydant vis-a-vis de linterface huile-eau iquonstitue le site d’initiation de la
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peroxydation lipidique. En second lieu, I'organisatdes antioxydants en systeme micellaire
rend difficile le piégeage efficace des radicabxds dont la dispersion dans la phase aqueuse
est vraisemblablement homogéne. Enfin le procedsusicellisation diminue fortement la
mobilité des esters hexadécyliques, ce qui estmpetible avec la manifestation d’un effet

antioxydant optimal.

Jusqu’a 8 atomes de carbone 12 atomes de carbone 16 atomes de carbone
(b) oo || ©
ROO’ ROO’
ROO’ ROO’
ROO’ ROO’

Fig. 78. Comportement potentiel de I'acide 5-caféoylquiricei de ses esters alkyliques en
émulsion de type huile dans eau.

Il ressort de cette analyse que le phénomeéneutteff observé en utilisant la méthodologie
CAT s’explique par deux phénomenes. L'influencel’dagmentation de la longueur de la
chaine aliphatique (jusqu’a 8 atomes de carboneljaivité antioxydante semble suivre la
loi de Overton-Meye(Meyer, 1899 ; Overton, 1901Cette loi énoncee il y a plus d’'un siecle
stipule que I'activité biologique (initialement €avité anesthésiante) d'une substance donnée
est corrélée a sa solubilité dans I'huile d’oli@ependant, lorsque la chaine aliphatique est
allongée de 12 a 16 atomes de carbone, la loi dgt@vMeyer est incapable d’expliquer nos
résultats, puisque la solubilité de chaines hexdidées est similaire voire supérieure a celle
de chaines dodécyliques. Comme nous l'avons abaméphénoméne de micellisation
pourrait en revanche I'expliquer. En effet, la fation de micelles serait plus élevée dans le
cas de l'ester hexadécylique que celui de I'estefédylique, puisque la CMC diminue par
augmentation du caractére hydrophobe. D’autre pardait que la méme tendance ait été
observée pour la méthode CAT et les essais enreuttellulaire, suggéere que le méme
mécanisme fondamental est a l'origine de I'effat-off enregistré dans les deux systemes

considérés.
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Finalement, quel que soit le mécanisme mis enlgetest cellulaire utilisé pourrait permettre
d’appréhender I'application potentielle de telleslécules au traitement du stress oxydant
impliqué dans un grand nombre de pathologies imtll@ diabéte, les maladies cardio-
vasculairegSachidanandamet al., 2005) les maladies neurodégénératiybtarkesbery et
Lovell, 1998 ; Yoritakaet al., 1996) et les cancergKawanishi et al., 2002) Cependant,
I'application de ces molécules a des fins thérdageeas suppose une absence de cytotoxicité
dans la gamme des concentrations employées. Darsutcenous avons testé I'activité

cytotoxique de I'acide 5-caféoylquinique et de esters alkyliques.

4.4, ETUDE DES PROPRIETES CYTOTOXIQUES

pY

La majorité des méthodes destinées a estimer latoxytité est basée sur deux
caractéristiques des cellules viables : I'activitétabolique et I'intégrité de leurs membranes.
L’activité métabolique est bien souvent évaluéecades sels de tétrazolium, lesquels sont
clivés, dans les cellules métaboliqguement activas, un produit coloré, le formazan,
détectable en fluorimétrie. Cependant, ces réaxtidépendent directement de l'activité
mitochondriale, modifiée dans les cellules utilséElles ne constituent donc pas un test
fiable de viabilité cellulaire dans notre modeéle.

L’'autre méthode couramment utilisée évalue indemEnt lintégrité des membranes
cytoplasmiques par le niveau de lactate déshydesger(LDH) libérée dans le milieu
extracellulaire. La lactate déshydrogénase esenngme cytosolique présente dans toutes les
cellules de mammiferes. En conditions physiologiguermales, la membrane cytoplasmique
est imperméable a cette enzyme, mais les dommagedranaires qui précédent la mortalité
cellulaire induisent une fuite de la lactate désbgdnase dans le milieu extracellulgiRae,
1977) La libération de cette enzyme fournit donc undatkur de I'intégrité membranaire et
indirectement de la cytotoxicité des substancdsdes

Afin d’étudier I'effet cytotoxique des composeés pbhkques sur les cellules a forte génération
d’espéces oxydantes, ces dernieres ont été expas@e®] concentrations de composes
phénoliques (0, 10, 20, 30 et 50 uM) durant 24et4B h, selon les conditions précédemment
decrites. Par ailleurs, comme ces composés sornénégat susceptibles d’influencer la
croissance cellulaire et donc d’abaisser la quardé LDH totale libérée par les cellules
lésées, nous avons mesuré pour tous les échasiilllen quantité totale de lactate
déshydrogénase présente dans les milieux extmatratellulaires. Pour cela, les puits dédiés
a cette mesure (1 puits par échantillon) ont éps&s a une solution de lyse totale destinée a

déstructurer les membranes de toutes les cellule®re a libérer la totalité de la lactate
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déshydrogénase. Le niveau de LDH libérée a parecpment été exprimé en pourcentage de la
guantité de LDH totale apres lyse.

D’autre part, pour prendre en compte un éventutdt ele I'éthanol (qu'il s’agisse de
cytotoxicité ou d’effet sur la prolifération), lesleurs de cytotoxicité obtenues pour les
composeés phénoliques ont été exprimées en pougeedtacontréle (avec éthanol). Ainsi, en
appliguant le mode de calcul présenté dans lacseatiatériels et méthodes, la cytotoxicité
obtenue pour les différentes concentrations et sedipcubation des composés phénoliques
testés a été reportée sufFig. 79

La Fig. 79 montre ainsi que la libération de la LDH dans léiem extra-cellulaire fluctue
grandement en fonction de la nature et des coratemts des composés phénoliques testés,
ainsi que de leur temps d’incubation.

La nature chimique des composés influence forterteemytotoxicité. En effet, seulement
guatre d’entre eux (acide 5-caféoylquinique et ssters méthylique, dodécylique et
hexadécyliques) semblent exercer un effet signifisar la libération de la LDH, dans la
gamme des concentrations testées. En effet, lessdzitylique et octylique n’exercent aucun
effet cytotoxique sur les cellules. Au niveau desaentrations, il est intéressant de noter que
jusqu'a 25 uM, seul I'ester dodécylique semble exeun effet potentiellement cytotoxique
au troisieme jour de traitement. Ainsi, la concatidn d’ester dodécylique nécessaire pour
induire une cytotoxicité est deux fois moins impote que celle observée pour l'ester
hexadécylique. D’autre part, ces deux composéssaduiune cytotoxicité dose-dépendante,
tandis que la cytotoxicité de I'acide libre et ssster méthylique n’apparait que pour la plus
forte concentration (100 pM). Enfin, concernantfliience du temps d’incubation, il est a
noter que lorsqu’une forte activité cytotoxique détectée (cas des concentrations les plus
élevées), I'effet maximal est généralement atteour une durée d’exposition de 48 h, voire
72 h.
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Fig. 79. Cytotoxicité de l'acide 5-caféoylquinique et des sesters alkyliques déterminée par la
libération de lactate déshydrogéndss, : 560 nmiem: 590 nm) Le milieu de culture contient O,
10, 25, 50 et 100 uM de composés phénoliques, X0/¥9p de sérum de veau feetal et 0,1 % (v/v)
d’éthanol. Les résultats ont été exprimés commemliayenne (+ écart type) de 4 mesures
indépendantes réalisées sur 4 microplaques dit&seansemencées a partir de 4 suspensions
cellulaires.
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Par ailleurs, puisque la seule différence entreclmmposés phénoliques testés concerne la
présence d’'une fonction acide quinique libre ound’'ehaine alkyle de longueur différente, la
guestion se pose de savoir si I'effet cytotoxigaeeitpétre directement attribuable a la chaine
aliphatigue (cas des esters) et/ou a la fonctiadeadu motif quinique (cas de lacide
5-caféoylquinique). Plusieurs arguments expérimentaportés dans la littérature semblent
infirmer ce cas de figure. Aindieonardiset al. (2008)ont réecemment montré que l'incubation
d’acide 5-caféoylquinique sur des cultures celtakade fibroblastes murins s’accompagnait d’'un
abaissement de la viabilité cellulaire, tandis gotm effet n’était observé pour I'acide quinique
seul. Pour un autre acide phénolique, I'acideqgadi qui induit une forte mortalité cellulaire sur
des cellules leucémiques de type L121dkatelli et al. (2008)ont reporté que la méthylation des
positions phénols (que ce soit sur I'acide libreson ester décylique) abrogeait I'induction de la
mort cellulaire. De maniere analoguapue et al. (1995) ont montré que I'élimination des
hydroxyles phénoliques de l'acide gallique s’accagmait d'une disparition compléete de leur
cytotoxicité.Rapportéesa notrecas, ces études suggéerent une médiation de ltaotiyiotoxique

par la fonction phénol et non par le groupememteaguinique qu'il soit libre ou estérifié.

En termes de mécanisme d’action, I'activité cytiojoe (notammentia I'induction d’'un processus
apoptotique) des composés phénoliques est souibtiée a une activité pro-oxydante. Ainsi,
Jianget al. (2000)ont suggéré que l'acide 5-caféoylquinique exergaieffet cytotoxique sur des
cellules tumorales humaines par formation d’espéxgdantes, comme_B,. D’'apres leur étude,
l'activité cytotoxique de I'acide 5-caféoylquinigeer des cellules squameuses de carcinome buccal
humain et des tumeurs de glandes salivaires ayatiicativement abaissée en présence de catalase,
qui permet de transformer,®, en HO et Q. En outre, ces auteurs ont montré au moyen de la
résonnance paramagnétique nucléaire que les ptas tmncentrations d’'acide 5-caféoylquinique
pouvaient conduire, en milieu acellulaire, a lanfation de radicaux libres, tandis que,
paradoxalement, les plus faibles concentrationgaiemt un effet antiradicalaire vis-a-vis dg &

HO'. Qiu et al. (2000)ont montré, pour leur part, que I'acide galliguguiisait la mort cellulaire de
cellules vasculaires de muscles lisses par lirdeiaire de la production de HQandis que
Sakaguchiet al. (1998) ont suggéré que I'apoptose induite par I'aciddioged était médiée par
H.O,, bien que d’autres mécanismes d’action, commévidion des concentrations intracellulaires
de calcium, semblent également impliqués.

L'autre explication généralement formulée pour iex@r les effets cytotoxiques des composés
phénoliques est la déplétion des défenses antinigslall est ainsi paradoxal de constater que
'addition de substances antioxydantes peut coadau final, a une déplétion d’antioxydants.

Concernant l'acide 5-caféoylquiniquéjoridani et al. (2001) ont suggéré que les acides
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dihydroxycinnamiques tels que l'acide 5-caféoylguie pouvaient étre oxydés par voie
enzymatique pour former des métabolites de natuireonique, lesquels sont connus pour étre
cytotoxiques. Le mécanisme d’action impliqueraitfdate réactivité des quinones vis-a-vis
d’agents nucléophiles comme l'eau, les composégpadant un groupement thiol (glutathion,
cystéine) ou amine libre. Ainsi, il peut étre avargue les formes quinoniques issues de
'oxydation bi-électronique de l'acide 5-caféoylgigue et de ses esters pourraient induire une
déplétion en glutathion, cause plausible de ceti¢ité cytotoxique. Or, en théorie, ce mécanisme
d’action devrait provoquer une augmentation de yt@ation de la 2’,7’-dichlorodihydro-
fluorescéine. Cependant, dans le cas des estagsyiigde et hexadécylique, le stress oxydant est
complétement effondrd-igs. 75E et | pour les concentrations exercant un effet cyiqte ce

qui semble infirmer un tel mécanisme d’action. Emanche, les quinones issues de I'action
antioxydante des substances testées pourraiemt|'sifsique d’autres nucléophiles importants
pour 'homéostasie cellulaire mais qui ne sontipggiqués dans la modulation des phénomenes
oxydatifs. Par conséquent, leur déplétion n'abeasispas la fluorescence de la DCHE-H
D'autre part, nous avons préalablement observé lguenanifestation d’'une cytotoxicité
significative nécessitait 48 h, tandis que I'atévantioxydante pouvait étre détectée des 24 h de
traitement avec les substances testées. Cettevatiser suggere également que lactivité

cytotoxique passe par la modulation de fonctiotgjilaire(s) indépendante(s) du stress oxydant.

4.5. CONCLUSION

En conclusion, si les effets cytotoxique et antdayt de I'acide 5-caféoylquinique et de ses
esters procedent de mécanismes d’action différdrest néanmoins surprenant de constater
gue pour les deux activités, I'effet maximal ai étteint pour une longueur de chaine de
douze atomes de carbone. De toute évidence, lasteégtcytotoxique et antioxydante sont
directement induites par la fonction catéchol, ntage action ne peut avoir lieu gu’une fois
la molécule internalisée. C’est a ce dernier nivgalintervient vraisemblablement l'influence
de la chaine alkyle permettant pour les chainegules, et plus particulierement la chaine
dodécyligue, une perméation efficace au travertadaembrane. Il apparait finalement que
'ester dodécylique de 5-caféoylquinate manifeste puissante capacité antioxydante en
milieu cellulaire, pour des concentrations et destds d’exposition situées en dessous du
seuil cytotoxicité. Dans ce contexte, et en paeliétudes approfondies sur son mécanisme
d’action, l'investigation de I'effet antioxydant dmette molécule sur modele animal pourrait
constituer a I'avenir une piste de recherche trerague intéressante.
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Les propriétés antioxydantes des composés phérsliganstitutifs des végétaux suscitent
depuis ces dernieres décennies un grand intéré& l@dadomaine de la nutrition et de la
pharmacologie. Cet intérét s’est accru a mesure’ouglication du stress oxydant dans les
maladies plurifactorielles de type cancer ou infizetion a été démontrée. Ces maladies
passent en effet par I'oxydation de cibles celtelaid’ importance biologique comme les
lipides, les protéines, ou encore 'ADN. En margs dystemes de défense ou de réparation
endogenes que I'organisme a mis en place pour dtmala stress oxydant, un grand nombre
d’études souligne aujourd’hui le role des compopégnoliques alimentaires dans la
régulation de ces phénomenes oxydatifs. La questeoieur réelle efficacité et des outils
analytiques nécessaires a leur évaluation se parseavec accuite.

Le probleme de la détermination de la capacit@antante a été présenté dans ce manuscrit,
au regard du contexte et des mécanismes compléxegddtion et d’antioxydation. Nous
avons vu que la complexité et la diversité desesyes d’étude ont conduit au développement
d’'une multitude de tests, aucun d’entre eux negmi@nt malheureusement le caractére

universel espéré.

Dans ce contexte, lI'un des objectifs de notre fraga été d'étudier les propriétés
antioxydantes de composeés phénoliques dans desrgstvariés impliquant notamment des
milieux hétérogenes de type émulsion. Poursuivanbbjectif, la premiére étude a porté sur
la conception, la mise au point expérimentale apglication d’une nouvelle méthode de
mesure de la capacité antioxydante appelée test tritases conjugués autoxydables
(conjugated autoxidizable trien€AT). Cette méthode est fondée sur les proprstéstrales
des acides gras trienoiques conjugués constitidif$uile de tung qui lui conferent de fortes
propriétés d’absorption dans le domaine ultravial@73 nm. En émulsion, il s’est avéré que
I'oxydation de I'huile de tung induite par un i@teur azo s’accompagnait d’une diminution
drastique du signal ultraviolet. Ce comportemergcal a par conséquent été mis a profit
pour suivre l'oxydation de l'huile de tung en absenou en présence de différentes
concentrations en composés phénoliques antioxydants

L’étude des principaux parameétres opératoires mon®ntré, dans un premier temps, que la
guantité d’émulsifiant abaissait 'intensité durgdultraviolet. Ce résultat nous a incités a
utiliser la plus faible concentration d’émulsifiatéstée, de maniere a obtenir un signal

spectral supérieur a une valeur d’absorbance dev@léur seuil en dessous de laquelle la
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répétabilité des cinétiques d’oxydation diminudadorent. Par ailleurs, nous avons vérifié que
les acides gras insaturés présents en faible gropatans I'huile de tung n’induisaient pas
d’absorbance dans la fenétre spectrale des trigammgagués. Enfin, un mode d’incorporation
des substances antioxydantes sous forme de sotldios le méthanol a permis de tester des
antioxydants de polarité différente, ce qui a augsdéa portée de la méthode.

Par la suite, lors de la mise en ceuvre de substamt®xydantes, différents comportements
cinétiques ont été observés. Ainsi, Jgsocophérols endogenes a I'huile de tung protégent
cette derniére de I'oxydation en induisant une phadeslatence hautement caractéristique des
antioxydants briseurs de chaine de peroxydation. c@eportement suppose un
rapprochement de I'antioxydant vis-a-vis des gdeities d’huile. L'autre type de cinétique
enregistré semble caractéristigue d'un comportemedmt type retardeur pour lequel
'antioxydant ne peut contrer la propagation raldica en chaine, mais seulement son
initiation. Ce comportement cinétique semble carstr 'ensemble des acides phénoliques
et des flavonoides testés. La présence ou 'absphase de latence a également souligné
le probleme du mode d’extraction de l'informati@ans ce contexte, le calcul de I'aire sous
la courbe nous a semblé avantageux, puisqu’il ped@euantifier une capacité antioxydante
indépendamment de la cinétique d’antioxydation.

A lavenir, de nombreuses améliorations peuvene &nvisagées aux premiers rangs
desquelles nous pouvons citer 'oxydation naturetid’amélioration de la répétabilité qui
passera par une meilleure maitrise des conditigniratoires. Par ailleurs, I'étude de
'influence de la concentration de I'’émulsifiantnsi que de la longueur de sa chaine
hydrophobe sur le comportement antioxydatif pemagtde rationnaliser la mesure de la
capacité antioxydante en milieu émulsionné. Entefle nos jours, peu d'études ont été
consacrées a cette problématique, alors méme qumajarité des travaux emploie des
concentrations d’émulsifiants situées au dessusuteconcentration micellaire critique. Il est
ainsi postulé que cet exces d’émulsifiant pourminhduire a I'accumulation artificielle
d’antioxydants lipophiles dans la phase aqueuseipghénomene de transport micellaire, et
par conséquent, biaiser les résultats de maniarsid#&rable. Dans ce contexte, la méthode
CAT pourrait fournir un outil d’'investigation innant et pertinent puisqu’elle met en ceuvre
un substrat oxydable représentatif des substratsonérés au niveau alimentaire ou

biologique.

La deuxieme étude a consisté a caractériser lesfsmstructuraux impliqués dans le

déterminisme de la capacité antioxydante de maécphénoliques simples de type acides
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phénoliques et flavonoides. Compte tenu de la lii@mes systemes d’étude et des stratégies
de mesure disponibles, nous avons choisi d’emplopés méthodologie vitro: les tests
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH), oxygen radiabsorbance capacity (ORAQ et
CAT. Dans un premier temps, nous avons constatdeqgnembre d’hydroxyles phénoliques
pris indépendamment de leur position sur le noyaénplique n’exercait aucune influence
significative sur la capacité antioxydante meswaéec les trois méthodes. En revanche, il est
apparu que la structure catéchol jouait un réleenrapans le déterminisme des valeurs
ORAC:_ et CAT, mais semblait peu influente sur I'activégtiradicalaire telle que mesurée
par la méthode DPPH. A cet égard, dans les troithadés, I'acide rosmarinique (deux
structures catéchols) et la quercétine (une streictatéchol) ont exercé les capacités
antioxydantes les plus élevées. Par ailleurs, dlagrement été établi dans les méthodes
compétitives comme ORAC et CAT que I'addition d’'un hydroxyle phénolique ertho de
cette structure catéchol s’accompagnait d'une dition drastique de la capacité
antioxydante des molécules correspondantes. Aiesieffet pourrait expliquer le fait que
'acide gallique qui comporte une structure pyrémalexerce la plus faible capacité
antioxydante dans ces deux tests. Pour les autegasés, il s’est avéré que l'ordre
d’efficacité différait grandement d’'un test a I'ejt ce qui incite a abandonner le terme
antioxydant, tel que préconisé pdiantle et al. (1998) pour une désignation plus précise
spécifiant, entre autre, la nature de I'espéce amiala réduire.

Les perspectives de ce travail sont multiples, roargernent principalement 'augmentation
du nombre de composés phénoliques analysés etthedas employées, ce qui permettrait a
terme de faire émerger une vision plus globaleotine, I'analyse de composés présentant
des structures variées (plusieurs strutures catgclprésence de glycosylation(s), ...)
permettrait d’améliorer la pertinence de I'analgg@cture-activité. Ainsi, dans notre étude, la
prise en compte d’'un seul composé comportant déuxtsres catéchols, comme l'acide
rosmarinique, a peut-étre masqué la réelle infleede ce parametre structural dans le
déterminisme de la valeur DPPH.

D’autre part, compte tenu du fait que les compge&noliques subissent de nombreuses
modifications in vivo (méthylation, glucuronidation, ...) susceptibles a®duler leurs
propriétés antioxydantes, il serait primordial @€nir de tester les métabolites de composés
phénoligues. Cela permettrait d’augmenter considénaent la portée des études de type
structure-activité qui sont malheureusement pradeiment axées sur les formes non
circulantes. La mise sur le marché croissante dgpmede métabolites devrait conduire a une

généralisation de leur étude. Enfin, le recoursea dutils de modélisation moléculaire
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pourrait permettre d’expliquer, en théorie, la ehdé la capacité antioxydante lors du passage
d’une structure catéchol a pyrogallol. La questehd’importance, notamment du fait que les
composés renfermant une structure pyrogallol (agekique et ses esters, myricétine,

épigallocatéchine, gallocatéchine, ...) sont largdmegsents dans notre alimentation.

La troisieme étude a été consacrée a I'applicatota méthodologie CAT a I'évaluation des
propriétés antioxydantes de composés phénoliquenéange au sein d’extraits végétaux.
Parmi eux, nous nous sommes plus particulieremetdressés aux extraits de feuilles
d’olivier, qui renferment une gamme variée de cosd@sode nature phénolique, allant des
sécoiridoides aux glycosides de flavonoides. Patte cétude, linfluence du degré de
vieillissement des feuilles d'olivier a égalemeid éxaminée et a montré que les feuilles
agees exercaient des capacités antioxydantes isggiviement plus élevées que celles
obtenues pour les feuilles jeunes. Cela a prineipaht été interprété au regard de deux
mécanismes potentiels de bioconversion de comppisésoliques qui ont lieu durant le
vieillissement des feuilles. Le premier concerne ttansformation de [I'oleuropéine,
comportant une structure catéchol, en verbascagidest un antioxydant puissant renfermant
deux structures catéchols. La deuxiéme voie deobimrsion postulée dans ce travail
consiste en une glycosylation des flavonoides awscdu vieillissement, laquelle permettrait
de stocker ces composés sous formes non toxiquesl@wégétal. En outre, les différents
résultats obtenus témoignent finalement de lalidisade la méthodologie CAT pour I'étude
des propriétés antioxydantes d’extraits végétaixraks.

A lavenir, I'étude d’'un grand nombre d’extraits gétaux permettrait de sélectionner les
sources Végétales aptes a étre valorisées a dss nfitritionnelles, cosmétiques ou
thérapeutiques. Cela patrticiperait également a fimrtede valorisation de la biomasse
notamment celle issue des pays du Sud. D’autre fmrtomparaison des propriétés de
molécules pures et en mélange au sein d'extraig@taéx permettrait d’améliorer notre
connaissance relative aux phénoménes de synergiamgbgonisme. Dans ce contexte, la
mise en ceuvre de la méthode CAT en systeme émuéieemble particulierement bien
adaptée a ce type d'étude, puisque ces effets @ppant majoritairement dans des milieux
hétérogenes ou les antioxydants se distribuent desmsompartiments différents en fonction

de leur polarité.

Enfin dans une derniére partie, les propriétésoaptiantes et cytotoxiques de composés

phénoliques ont été testées sur des lignées c¢edlulde fibroblastes humains caractérisées
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par une production endogene accrue despeces oeglad’'origine mitochondriale.
L'utilisation d’une sonde fluorogénique, la 2’,7ietilorodihydrofluorescéine-diacétate, nous
a permis de mesurer la modulation du stress oxyddaotte par I'exposition de ces cellules a
'acide 5-caféoylquinique et de ses esters alkg&gdurant 24, 48 et 72 heures. Parmi ces
molécules, le 5-caféoylquinate de dodécyle a exerpéus forte inhibition du stress oxydant,
a des concentrations et des durées d’expositioéesten dessous du seuil de cytotoxicité.
L’hypothese selon laquelle une longueur de chaikgleade douze atomes de carbone
permettrait un franchissement efficace de la mendra été avancée pour expliquer ces
résultats. Par ailleurs, I'analyse de ces compgb&soliques en systeme modele de type
DPPH et CAT a montré que seule cette derniere p&iind'obtenir des résultats proches de
ceux obtenus sur culture cellulaire, avec un marinatactivité pour le 5-caféoylquinate de
dodécyle. Le fait que la méme tendance ait étéreésegour le systeme CAT et en cultures
cellulaires suggeére d’ailleurs que le méme mécamimdamental soit a I'origine de I'effet
cut-offenregistré dans les deux systemes considéres.

En termes de perspectives, les prolongements ttaval pourraient, dans un premier temps,
concerner une meilleure compréhension du comportea® ces molécules dans un milieu
pluri-compartimenté comme les cellules en cultudne connaissance accrue de leur
localisation dans I'environnement cellulaire ou regellulaire, permettrait de cibler les
antioxydants sur des sites d'action particuliersne® par exemple les mitochondries, le
cytosol ou encore les membranes cellulaires. Dansouwt, le marquage isotopique de
composeés phénoliques, associé a des méthodestdéugation différentielle et a I'utilisation
de sondes fluorogéniques spécifiques d’'un comparintellulaire particulier, pourraient
constituer un outil d’'investigation permettant d@er l'internalisation, le mode d’action et la

meétabolisation de ce type d’antioxydant.
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Bases moléculaires de la capacité antioxydante demposés phénoliques : étude en milieux homogeéne,
émulsionné et cellulaire.

De nos jours, un grand nombre d'études suggerenqoiarge des défenses antioxydantes endogenes, les
antioxydants alimentaires sont impliqués dans lateution de molécules d'importance biologique cere
stress oxydant. Parmi eux, les composés phénolisgieblent particulierement prometteurs en raisofede
ubiquité dans le régne végétal. Dans ce contegtppse avec acuité la question de leur réelleaeffie et des
outils analytiques nécessaires a leur évaluation.

L'un des objectifs de ce travail a été de mieux p@ndre les propriétés antioxydantes de ce typmdgosés,

ce qui suppose de disposer de systemes de tess wais en ceuvre en milieux homogéne, émulsionné et
cellulaire. Pour I'étude en systeme homogeéne, léthodes oxygen radical absorbance capacity (QiRA&
2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl (DPPH) ont été cheisi tandis que pour les deux autres types de milide
nouvelles méthodologies ont été développées. Cpantres émulsions, nous avons mis au point un test
spectrophotométrique appelé test des trienes adaduys conjugués (CAT), lequel se fonde sur lepnites
d’absorption de I'acide éléostéarique, un acides gn&noique conjugué constitutif de I'huileAdéurites fordii
également appelée huile de tung. Concernant lesuxihaturels pluri-compartimentés, des lignéefulzgtes

de fibroblastes caractérisées par une productidogeme importante d’espéces oxydantes ont été gégdo

Le deuxiéme objectif a été de caractériser lesfmstiucturaux impliqués dans le déterminisme dealzacité
antioxydante. Pour cela, des composés simplespdeagides phénoliques et flavonoides purs ou eangélau
sein d’extraits végétaux ont été utilisés. Il asaiété constaté que le nombre d’hydroxyles phénesqpris
indépendamment de leur position sur le cycle arimmatn’exercait aucune influence significative dar
capacité antioxydante. En revanche, il a été démbdanie la structure catéchol jouait un réle magams le
déterminisme de la capacité antioxydante pour léthades ORAE et CAT, mais semblait peu influente sur
l'activité antiradicalaire telle que mesurée paméthode DPPH. En marge de I'étude de composéoliféas
simples, des molécules fonctionnalisées par greftegchaines aliphatiques de différentes longumurbacide
5-caféoylquinique ont également été employéesstibpparu qu’en systéemes émulsionné et cellulairesffet
antioxydant maximal a été obtenu pour les estedéaidiques d'acide 5-caféoylquinique. Ces résultats
témoignent de l'influence de la longueur de la nhailiphatique dans la modulation de la capacitéadante

de molécules phénoliques au sein de systémes pétis impliquant des phases aqueuse et lipidique.

Mots clé : capacité antioxydante, capacité antiradalaire, composés phénoliques, tesis vitro, test des
trienes conjugués, 2,2-diphényl-1-picrylhydrazyl, ygen radical absorbance capacity, cultures celluies

Molecular basis of the phenolics antioxidant capaty: study in homogeneous, emulsified and cellular edia.

To date, growing evidences suggest that, in additicorganism antioxidant defences, intake of diegatioxidants
may protect important biological molecules fromdative stress. Among these, phenolics are pantigydeomising,
owing to their ubiquity in the plant kingdom. Hoveeythis purpose suggests many crucial questiegssding the
real antioxidant capacity of these compounds, amdth evaluate it.

One of the aims of this work was to obtain a bettaderstanding of the antioxidant properties ofhsuc
compounds, what supposes to have access to vaestsystems including homogeneous, emulsified and
cellular media. Concerning the study in homogenesystem, oxygen radical absorbance capacity (OGRAC
and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) methodsrevehosen, whereas for emulsified and cellularesygst
specific methodologies were developed. Concernmglsified media, we developed a new spectrophotiaenet
method called conjugated autoxidizable triene (CAE$ay, which is based on the absorption propesties
eleostearic acid, a conjugated trienoic fatty goidnd in Aleurites fordii seed oil(also called tung oil). For
natural pluri-compartimented media, we employedutzl lines of fibroblasts, which are characterizedan
important production of endogeneous oxidative sggeci

The second objective was to characterize struatoo@ies involved in the antioxidant capacity detiism. For this
purpose, simple compounds including pure phenolitssand flavonoids or plant phenolic extracts Hasen used. It
appeared that the number of phenolic hydroxyl ditlexert a significant effect on the antioxidarpasity when it
was taken independently to their position on tluenatic ring. On the opposite, it has been notibedl the catechol
structure has been mainly involved in the antioxid@pacity determinism for ORACand CAT assays, but seemed
to be far less influent on the antiradical capaaeymeasured by the DPPH method. Besides the sfusiynple
phenolics, functionalized molecules resulting fréime esterification of 5-cafeoylquinic acid by vaisoaliphatic
alcohols have also been employed. It has been shoamulsified and cellular systems that a maxiardloxidant
effect was obtained for the dodecylic ester. Thiesalts underline the influence of the aliphatiaioHength on the
antioxidant properties of phenolic molecules irehegeneous systems involving aqueous and lipidisgsh

Key words : antioxidant capacity, antiradical capadty, phenolic compounds,in vitro assays, conjugated
autoxidizable triene assay, 2,2-diphényl-1-picrylhgrazyl, oxygen radical absorbance capacity, cell tures




