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RESUME

Le stress oxydant est le résultat d’un déséquilibre
au sein d’un méme organisme entre la production
d’espeéces réactives de ’oxygene et les mécanismes de
défense. Ce déséquilibre, dont les multiples consé-
quences touchent aussi bien les acides nucléiques que
les protéines ou les lipides, peut provenir soit d’une
production exagérée de radicaux libres, soit d’une
altération des mécanismes de défense. Evaluer le
stress oxydant c’est donc estimer la production de
radicaux libres, apprécier les mécanismes de défense
et enfin quantifier les produits secondaires qui peu-
vent en résulter.

Dans un premier temps, nous ferons un bref rap-
pel sur ’origine et la production des différents oxy-
dants, avec une attention particuliéere a la NADPH
oxydase. Cette enzyme et la production des Formes
Réactives de I’Oxygeéne (FRO) consécutive a son acti-
vation semblent largement impliquées dans le déve-
loppement de nombreuses pathologies ayant une com-
posante inflammatoire ou des pathologies associées
au viellissement. Par la suite, nous envisagerons com-
ment la régulation de la NADPH oxydase pourrait
donc étre une cible thérapeutique privilégiée dans la
prévention de ces maladies.

SUMMARY Generation of superoxide anion by NADPH: a key event in oxidative stress

Oxidative stress which results from an imbalance
between oxidant production and antioxidant defense
mechanisms can promote modifications of lipids, pro-
teins and nucleic acids. This review focuses on the
different pathways leading to Reactive Oxygen Spe-
cies (ROS) production in particular on NADPH oxi-
dase activation. This enzyme is localized in numerous
cells including phagocytes and vascular cells and

composed of membran and cytosolic sub-units. The
activation of the NADPH oxidase is largely involved
in inflammation associated diseases such as asthma,
Systemic Inflammatory Response Syndrom and aging
associated diseases such as atherosclerosis and neu-
rodeneratives diseases. The modulation of NADPH
oxidase could be a way to limit or prevent the deve-
loppment of these dieases.

ANION SUPEROXYDE ET FORMES REACTIVES
DE L'OXYGENE

Le stress oxydant est le résultat d’un déséquilibre au
sein d’un méme organisme entre la production d’espéces
réactives de I’oxygene et les mécanismes de défense [1].

Définition et production des formes oxydantes
(Tableau I)

L’anion superoxyde est formé a partir de 1’oxygene
moléculaire O, principalement par 6 voies enzymatiques
faisant intervenir le systéme xanthine oxydase [2], la
chaine mitochondriale [3] (production permanente en

faible quantité), le cytochrome p450, la NADPH oxydase
[4] (production massive et limitée dans le temps), les
cyclo-oxygénase et lipoxygénase (Fig. 1).

Parmi ces voies de formation, la NADPH oxydase
joue un réle majeur. La NADPH oxydase est une enzyme
présente dans les cellules ayant une origine embryonnaire
mésodermique (leucocytes, cellules de la paroi vascu-
laire, chondrocytes, synoviocytes, podocytes, etc.). Cette
enzyme, activée normalement par la phagocytose, peut
étre aussi stimulée par des agents pro-inflammatoires
insolubles comme les anaphylatoxines, les fractions C3
et C5 du complément, les cytokines comme I'IL-1 et le
TNF, des agents peptidiques comme la bradykinine,
I’angiotensine II, ou des agents lipidiques comme les
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TABLEAU 1. — Les principales formes oxydantes.

Formes Réactives de |'Oxygeéne (FRO)

Anion superoxyde 02¢
Peroxyde d’hydrogene H,0,
Radical hydroxyl OH°®
Oxygéne singulet '0,

Formes Réactives de | 'Azote (FRN)

Monoxyde d’azote NO°
Peroxynitrite ONOO
Nitrates NO3-
Nitrites NO2

Oxydants Chlorés

Acides hypochloreux HOCI
Chloramines R-NHCI

leucotrienes ou le PAF (Platelet Activating Factor).
L’absence de cette enzyme dans les cellules phagocytai-
res est a I’origine de la granulomatose chronique, mala-
die caractérisée par des infections récurrentes [5-9].

L’anion superoxyde (0O,2) ainsi formé va subir de nou-
velles transformations enzymatiques et/ou non enzyma-
tiques aboutissant a la production des Formes Réactives
de I’Oxygéne (FRO) radicalaires (OH®) ou non radica-
laires (H,0,) (Fig. 1).

mitochondrie
Xanthine NADPH
oxydase oxydase

oYY

En plus des FRO, I’anion superoxyde est aussi direc-
tement ou indirectement a 1’origine des oxydants chlorés
qui comprennent 1’acide hypochloreux (HOCI) produit
par la myéloperoxydase ainsi que les chloramines [10-12]
et les Formes Réactives de I’Azote (FRN) notamment le
péroxynitrite (ONOO-) formé a partir du monoxyde
d’azote et de I’anion superoxyde [13, 14].

Conséquences fonctionnelles
CiBLES DES FRO ET MARQUEURS (Fig. 2)

Une production accrue de ces formes oxydantes aura
des conséquences néfastes sur 1’organisme. En effet, le
stress oxydant peut conduire a des 1ésions tissulaires par
modification de molécules telles que les protéines, les
lipides, les glucides et méme le matériel génétique.
L’oxydation de ces molécules a de grandes conséquences
fonctionnelles : modification des membranes liée a I’oxy-
dation des lipides, perte d’activité enzymatique secon-
daire a I’oxydation des protéines. Ces modifications oxy-
datives atteignent aussi les composants intranucléaires :
protéines, facteurs de transcription, acide désoxyribonu-
cléique (ADN). Il est cependant bien admis que les
lipides, et en particulier les acides gras polyinsaturés
(AGPI), sont une cible privilégiée du stress oxydant. En
effet, I’oxydation des AGPI, connue sous le terme de
peroxydation lipidique, est caractérisée par une réaction
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FI1G. 1. — Métabolismes des FRO.
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en chaine dans laquelle chaque radical formé, apres avoir
profondément remanié une chaine lipidique, s’attaque a
la chaine suivante sans rien perdre de son pouvoir des-
tructeur. Ce processus d’auto-oxydation est une cascade
de réactions radicalaires, ce qui explique I’amplification
du phénomene [15]. L’oxydation des AGPI aura pour
conséquence la formation d’hydroperoxyde d’AGPI
especes tres instables difficilement dosables, et qui sont
transformées rapidement en produits secondaires de la
peroxydation lipidique. Ces produits sont principalement
les diénes conjugués, dont 1’apparition est due au réar-
rangement des doubles liaisons des AGPI aprés extrac-
tion d’un hydrogéne malonique. Les principaux produits
formés sont des aldéhydes [16] : le malonyl dialdéhyde
(MDA) et le 4-hydroxynonénal (A HNE). Ces deux com-
posés sont largement utilisés comme marqueurs du stress
oxydant a cause de leur stabilité dans le temps. Enfin les
isoprostanes [17] formés a partir des prostaglandines a
I’intérieur des phospholipides sont considérés comme
d’excellents marqueurs du stress oxydant. Selon I’AGPI
dont ils sont issus on distingue plusieurs classe d’iso-
prostanes

F,-IsoP <> Acide arachidonique
F,-IsoP <> Acide eicosapentaénoique
F,-IsoP <> acide docosahexaénoique

Les protéines sont une autre cible privilégiée du stress
oxydant. En effet I’oxydation des protéines peut impli-
quer des acides aminés spécifiques entrainant la dégra-
dation de la protéine.

Certains acides aminés portant des résidus aromatiques
(tyrosine, phénylalanine, tryptophane) ou ayant un noyau
imidazole (histidine) et les résidus soufrés de la méthio-

nine et de la cystéine sont préférentiellement oxydés. On
assiste alors a de nombreuses modifications notamment
la formation de dityrosines [18] et la formation de grou-
pements carbonyles facilement détectables. Récemment,
une méthode plus globale de détermination a été propo-
sée : les AOPP (Advanced Oxidation Protein Products)
qui semblent corrélés aux dityrosines et aux AGEs
(Advanced Glycation End products), produits de dégra-
dation des glucides [19].

FRO ET SIGNALISATION CELLULAIRE

Les FRO produites en faible quantité pourront avoir un
role informatif et ainsi participer a la signalisation cel-
lulaire et I’expression génique On sait en effet que I’acti-
vité de plusieurs facteurs de transcription peut étre modu-
lée par I’équilibre redox de la cellule. Ainsi le NF
(Nuclear Factor) kB et le systtme AP (Activator Pro-
tein)-1 sont stimulés par les FRO [20-24], en agissant
notamment sur les voies de signalisation placées en
amont : les MAP (Mitogen Activated Protein) Kinases.
Ces deux facteurs de transcription sont largement impli-
qués dans ’expression des génes pro-inflammatoires tels
que les molécules d’adhésion [25-27], la iINOS (NO syn-
thase inductible) [28-31], les cytokines [28-31]. Le SO
pourrait donc par I’intermédiaire de I’activation de ces
facteurs de transcription étre impliqué dans I’entretien de
la réponse inflammatoire.

De la méme facon, I’activation de la NADPH oxydase
semble impliquée dans la prolifération des cellules mus-
culaires lisses [32, 33]. Enfin, plusieurs études confirment
que la production de FRO pourrait moduler I’activité des
métalloprotéinases [34, 35].
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FIG. 3. — Mécanisme d’activation de la NADPH oxydase.

MECANISME D’ACTIVATION
DE LA NADPH OXYDASE

Dans des cellules phagocytaires quiescentes, la
NADPH oxydase est composée d’un complexe, formé du
cytochrome b558 et de la petite protéine G Rap 1A, loca-
lisé au niveau de la membrane des granules de sécrétion
et de plusieurs sous unités cytosoliques associées. Lors
de I’activation, le complexe cytosolique constitué¢ de la
pd7rex | de la p67°* et de la p40r™* et la protéine p21
Rac ainsi que les granules de sécrétion seront transloqués
au niveau de la membrane plasmique pour former la
NADPH oxydase active [36] (Fig. 3).

Le complexe membranaire

Le cytochrome b558 : 11 est formé de la gp91°'*, pro-
téine glycosylée, dont le role est d’assurer le transfert des
electrons du NADPH vers I’oxygene moléculaire [37], et
de la p22rhex,

La protéine Rap 1A : Elle pourrait participer a la
desactivation de la NADPH oxydase [38, 39].
Les sous unités cytosoliques

A 1'état quiescent les sous unités cytosoliques p47etes,
p67°x et p 407"~ forment un complexe de 240-250 kDa.

La p47w : Le role de cette protéine est le transport
des sous-unités cytosoliques vers le complexe membra-
naire. Afin d’effectuer son role de transporteur, la p47rho*

doit étre largement phosphorylée. Cette phosphorylation
se fait essentiellement en deux étapes. Dans un premier
temps, la p47m° associée aux autres protéines cytoso-
liques est phosphorylée dans le cytosol, cette phospho-
rylation permet la translocation de la protéine au niveau
du complexe membranaire. Une fois liée au complexe
membranaire, la p47°"* subit une nouvelle série de phos-
phorylations. Il semblerait qu’in vitro, la p47°"* ne soit
pas indispensable a 1’activation de la NADPH oxydase
[40]. En effet, dans un systéme recombinant en absence
de p47rh* mais avec des concentrations élevées en
p67°7hx et p21 Rac 2, la NADPH oxydase est active. La
p47Px agit donc comme une protéine adaptatrice en aug-
mentant de 50 a 100 fois la liaison des deux autres sous-
unités cytosoliques.

La p67°"~ : contrairement a la p477°x, elle est absolu-
ment nécessaire, elle active le transfert des électrons a
’intérieur du cytochrome [36, 41] Elle posséde un site
de fixation pour le NADPH.

La p40'~ : a I’état quiescent, la p40P™* est phospho-
rylée et elle subit de nouvelles phosphorylations lors de
I’activation. Son role est peu connu; elle pourrait avoir
un role inhibiteur et maintiendrait le complexe cytoso-
lique dans un état inactif.

La p21 Rac : elle appartient a la famille des GTPases
Rho. Dans les cellules quiescentes, elle est associée a une
protéine inhibitrice, la protéine Rho GDI (GDP Disso-
ciation Inhibitor). Lors de 1’activation cellulaire, la pro-
téine Rho GDI va se dissocier et le GDP sera échangé en
GTP. Parallélement, I’activation de la NADPH oxydase
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nécessite I’ancrage de la protéine Rac au niveau de la
membrane plasmique, ceci se fait par I’intermédiaire
d’une modification post traductionnelle qui correspond a
la fixation d’un groupement isopréne (dérivé de 1’acide
mévalonique) au niveau du carboxy terminal de la
séquence peptidique [42]. Une fois que la protéine Rac
sera sous sa forme liée au GTP, elle pourra interagir
avec la p67°h°* [43] et permettre ainsi la translocation des
sous-unités cytosoliques au niveau du complexe mem-
branaire.

IMPLICATION DU STRESS OXYDANT
EN PATHOLOGIE

Le stress oxydant est largement impliqué dans le déve-
loppement de nombreuses pathologies ayant une com-
posante inflammatoire ou associées au viellissement.

NADPH oxydase et inflammation

Les pathologies inflammatoires comportent générale-
ment une activation leucocytaire, secondaire a une pro-
duction accrue de cytokines. Celle-ci peut étre a I’origine
d’une surproduction de FRO, dépassant les mécanismes
de défense et entrainant une extension des lésions tissu-
laires. Nous ne ferons que rappeler brievement trois patho-
logies associées a I’inflammation.

STRESS OXYDANT ET SYSTEMIC
INFLAMMATORY RESPONSE SYNDROM (SIRS)

Le SIRS est un syndrome regroupant un ensemble de
pathologies diverses (infections, pancréatites aigués, bri-
lures, etc.) infectieuses ou non infectieuses, qui ont en
commun une inflammation systémique.

Le stress oxydant est fortement impliqué dans la phy-
siopathologie du SIRS [44], comme en témoignent des
travaux sur les modéles animaux et, plus récemment, des
études cliniques [45]. En effet, il a été mis en évidence
une augmentation de la production de FRO leucocytaire
chez des patients en SIRS. Cette surproduction de FRO
serait liée essentiellement a I’hyperleucocytose avec pré-
dominance de polynucléaires. D’autres études ont mon-
tré une augmentation des taux plasmatiques de MDA
dans les diverses variétés de SIRS, comme le choc sep-
tique [46], le syndrome de Détresse Respiratoire Aigu
(SDRA) [47] ou le sepsis [48].

NADPH OXYDASE ET ASTHME

La principale composante du stress oxydant associée
a I’hyperréactivité bronchique semble étre une surpro-
duction de formes réactives de 1’oxygene. En effet, une
surproduction de FRO par les cellules inflammatoires
recueillies par LBA (lavage broncho alvéolaire) a été
constamment observée [49-53]. Cette production de FRO
est sous la dépendance de I’activation de la NADPH
oxydase phagocytaire par des agents pro inflammatoires,
particulaires (IgG, LPS) ou solubles (anaphylatoxines,

médiateurs lipidiques de I'inflammation, cytokines, etc.).
Parmi les cellules infiltrantes, les éosinophiles consti-
tueraient la principale source de FRO au niveau pulmo-
naire [52].

Trés récemment, il a pu étre montré que la production
de FRO par la NADPH oxydase, n’était pas limitée aux
phagocytes, mais que de nombreuses cellules épithé-
liales, dont les cellules trachéales, possédaient une
NADPH oxydase activable [54], cette production pou-
vant étre impliquée dans le maintien du tonus trachéal.

L’activation de la NADPH oxydase n’est pas limitée
au niveau des voies respiratoires, mais est auusi obser-
vée dans les phagocytes [S55]. Cette activation li¢e a la
sévérité de I’asthme [56] pourrait étre partiellement cor-
rigée par des agents pharmacologiques classiquement
utilisés dans I’asthme (corticoides, théophilline) [57]

STRESS OXYDANT ET HEMODIALYSE

L’existence d’un stress oxydant, plus particulierement
une production accrue de FRO, a été mise en évidence
chez les patients hémodialysés. Cette surproduction peut
provenir d’une part des troubles métaboliques liés a
I'urémie et, d’autre part, du traitement par dialyse lui-
méme, a savoir I’interaction périodique du sang avec le
circuit extra-corporel et la présence d’agents pathogénes
dans le dialysat. Ces différents troubles vont induire
I’activation phagocytaire et provoquer I’activation de la
NADPH oxydase.

Le stress oxydant a récemment été reconnu comme un
des acteurs de la malnutrition du sujet dialysé, comme
I’ont rapporté Stenvinkel et al. dans le MIA syndrome
(Malnutrition, Inflammation and Atherosclerosis syn-
drome) [58]. Les auteurs démontrent une étroite relation
existant entre des marqueurs nutritionnels, inflammatoires
et cardio-vasculaires chez les patients IRC avec, comme
intermédiaires principaux, les cytokines pro-inflamma-
toires sécrétées lors des séances de dialyse [S8, 59]

NADPH oxydase
et pathologies associées au vieillissement

Le stress oxydant a pu étre impliqué dans de nom-
breuses maladies associées au vieillissement, en particu-
lier dans I’athérogenése, les démences neurodégénérati-
ves, les pathologies oculaires [60] et les cancers [61, 62].

IMPLICATION DU STRESS OXYDANT
DANS L’ATHEROGENESE

L’athérosclérose, anatomiquement définie comme un
épaississement de I’intima avec dépat lipidique, est une
maladie poly-factorielle dont les mécanismes demeurent
encore incompletement élucidés. Parmi les hypotheses
avancées, les hypothéses oxydative [63] et inflamma-
toire [64] suggerent que I’infiltrat monocytaire, le dépot
lipidique et la prolifération des cellules musculaires lisses
vasculaires (CMLV) puissent étre initi¢s et/ou amplifiés
par les modifications oxydatives des lipoprotéines. Dés
le stade de I’oxydation minimale, les LDL séquestrées
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dans ’espace extracellulaire sous-endothélial [65] indui-
sent la production locale d’agents chimiotactiques et de
facteurs de croissance, a I’origine du recrutement des
monocytes et de leur différenciation en macrophages
dans la paroi artérielle [66].

Cette vision de I’athérosclérose implique d’une part
des modifications des éléments circulants (activation cel-
lulaire, modifications qualitatives et quantitatives des
LDL) et d’autre part, des modifications de la paroi arté-
rielle, parmi celles-ci, le dysfonctionnement endothélial
avec des modifications de la sécrétion des facteurs vaso-
actifs endothéliaux (NO; prostacyclines; endothéline),
une dédifférenciation et une prolifération des cellules
musculaires lisses vasculaires ainsi que I’activation des
macrophages résidents avec une surproduction de formes
réactives de I’oxygene et de cytokines [67-69].

Cette surproduction de FRO observée au cours du pro-
cessus athérogene est particulierement la conséquence
de I’activation de la NADPH oxydase par de nombreux
stimuli des cellules de la paroi vasculaire, a savoir les
macrophages résidents, les cellules endothéliales et les
cellules musculaires lisses vasculaires. La plupart des
effets des FRO peuvent étre médiés par des facteurs de
transcription activés par les FRO a savoir le NFkB et le
systeme AP-1 [70]

IMPLICATION DE LA NADPH OXYDASE
DANS L’HYPERTENSION

Récemment, il a été démontré que I’hypertension
induisait une augmentation de la production d’anion
superoxyde. Le mécanisme impliqué serait une activation
de la NADPH oxydase vasculaire, notamment par
I’angiotensine II [71-73]. Cette activation ne serait pas
due a un effet presseur de I’angiotensine II, mais a un
effet propre car une hypertension induite par la norépi-
néphrine ne stimule pas ’activation de la NADPH oxy-
dase ni la production d’anion superoxyde. Cet effet de
I’angiotensine II est confirmé par des travaux réalisés
sur des rats Sprague-Dawley, ou I’injection d’une faible
quantité¢ d’angiotensine II (0,6 mg/kg/j) n’induisait pas
de modifications de la pression mais pouvait induire une
augmentation de la production d’anion superoxyde par
les cellules vasculaires. Cette surproduction de FRO est
également observée dans un modele de rats génétique-
ment hypertendus, les rats SHR (Spontaneously Hyper-
tensive rats) [74].

NADPH oxypAsg, FRO
ET MALADIES NEURODEGENERATIVES

Parmi les maladies associées au vieillissement, le
stress oxydant et plus particulierement une production
accrue de radicaux libres, sont fréquemment caractérisés
dans les désordres neuro-dégénératifs, a savoir la mala-
die de Parkinson [75, 76], la sclérose latérale amyotro-
phique [77, 78] et la maladie d’Alzheimer [79-82]. Cette
derniére est caractérisée par la présence de plaques
d’amyloides au niveau du systéme nerveux central. La
présence et la toxicité de la protéine 3 amyloide dans le

cerveau des patients est largement associée a la produc-
tion de radicaux libres. En effet, il est bien connu que
cette protéine est a l’origine de la formation d’anion
superoxyde par la NADPH oxydase des cellules de la
microglie [83]. La protéine B amyloide favoriserait la
translocation des sous-unités p47 et p67°"° au niveau du
complexe membranaire [84].

MODULATION DE LA NADPH OXYDASE

La régulation transcriptionelle
LA REGULATION POSITIVE

Au cours de la différenciation cellulaire

Au cours de la différenciation cellulaire la gp91phex
est exprimée au dernier stade des phagocytes et lym-
phocytes B différenciés [85]. L’expression de cette sous-
unité de la NADPH oxydase est régulée par de nombreux
facteurs de transcription ; parmi ceux-ci, le facteur GATA 1
semble étre un activateur alors que GATA 2 semble inhi-
ber I’action de GATA 1. De la méme fagon, PU1 est un
activateur essentiel de la gp91rhe* [86].

Des études in vitro sur une lignée cellulaire (HL-60)
ont montré que la p47°"* apparaissait un jour apres le
début de la différenciation et la p67°"* 3 jours aprées. De
plus, cette étude a montré que ’activité de la NADPH
oxydase dans les neutrophiles était dépendante de la pré-
sence de la p67°"ex,

Il semblerait que I’expression des autres sous-unités de
la NADPH oxydase (p22P*, p40Phx et Rac) ait lieu a un
stade moins différencié : stade promyélocyte [11].

Par les agents « pharmacologiques »

L’angiotensine II

Il est actuellement bien reconnu que ’angiotensine II
contribue a une surproduction d’anion superoxyde par la
NADPH oxydase des cellules de la paroi vasculaire. La
transcription et la traduction de la p67°"* semblent étre
une cible de I’angiotensine car I’actinomycine et la
cycloheximide inhibent I’effet observé. A la suite de ces
observations, les auteurs ont émis I’hypothése que
I’angiotensine II stimule la NADPH oxydase des fibro-
blastes aortiques via ’activation transcriptionnelle de la
p67°hex, [87].

L’angiotensine II peut aussi influencer I’expression de la
p22°rter; en effet Fukui e al. ont montré que la perfusion
d’angiotensine II augmente la quantité d’ARNm p22°phex
aortique apres 3 jours d’implantation, et le maximum est
atteint au bout de 5 jours [88]. Cet effet est levé par le
losartan (25 mg/kg/jour) et I’hydralazine (15 mg/kg/jour)
[89].

L’endothéline I

Duerrschmit a récemment montré que 1I’endothéline I
induisait une augmentation de la production d’anion
superoxyde par les cellules endothéliales (cellules
HUVEC). Une surexpression de la gp9 17"~ serait a I’ori-
gine de cette surproduction. En effet, les auteurs ont
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montré que I’incubation de ET-1 augmente de fagon dose
dépendante la quantité d’ARNm de la gp 917", L’ aug-
mentation de I’expression de la gp917** est médiée par
le récepteur a I’endothéline de type B [90].

L’adénosine tri-phosphate

Greiber ef al. ont montré que I’activation de la NADPH
oxydase était sous la dépendance d’une stimulation par
I’ATP; en effet, en présence d’ATP (10-4 M pendant
4 heures), les auteurs ont observé une augmentation de
la production d’anion superoxyde [91]. Cette activation
de la NADPH oxydase par I’ATP est due a une aug-
mentation de I’expression de la p67*"** (aucune variation
n’est observée pour les autres sous-unités). L’ATP
pourra aussi intervenir également au niveau de la tra-
duction du messager car, en présence de cycloheximide,
’activation est levée.

LA REGULATION NEGATIVE

Les glucocorticoides

Le traitement de cellules musculaires en présence de
dexaméthasone pendant 24 heures diminuent la produc-
tion d’anion superoxyde basale et induite par le (PDGF)-
AB- et I'angiotensine II. La production induite par le
PDGF est aussi inhibée par la prednisolone et I’hydro-
cortisone, mais pas par les autres stéroides. Cette inhibi-
tion de la production d’anion superoxyde par la dexa-
méthasone est due a une diminution de 1’expression de
la p22rhox [92].

La régulation post traductionnelle
LA REGULATION POSITIVE

Le systeme de la Protéine Kinase C (PKC) est large-
ment impliqué dans ’activation de la NADPH oxydase.
En effet, la PKC va phosphoryler les différentes sous-
unités, la p47°"* et la p67°"°* ainsi que la p22Px [93].
Toutefois, I’implication des MAP Kinases a été récem-
ment reconnue en particulier pour les éosinophiles [94]
ou les cellules musculaires lisses [95]. D’autres voies de
transduction pourraient étre impliquées de facon plus
accessoire comme I’augmentation de Ca*" intracellulaire
via le systeme phospholipase C-inositol tri phosphate ou
les tyrosines kinases [96].

L’acide arachidonique produit par la phospholipase
A2, semble étre un puissant activateur de la NADPH
oxydase par I’intermédiaire de nombreuses cibles. En
effet, celui-ci va initier un changement de conformation
de la p47r, ce qui va favoriser son interaction avec la
p22 [97], mais aussi induire la dissociation entre la pro-
téine Rac et sa protéine régulatrice Rho GDI, ou bien
encore en agissant en amont sur les protéines kinases.

Le Lipopolysaccharide (LPS)

Le LPS n’active pas directement la NADPH oxydase
leucocytaire, mais la rend plus sensible aux autres sti-
muli : ce phénoméne est connu sous le terme de “pri-

ming”. Ainsi le LPS libéré par les agents infectieux au
niveau d’un site infecté, augmente la sensibilité et la
réponse des cellules phagocytaires voisines, ce qui
amplifie la réponse inflammatoire. Tant que cette hyper-
inflammation reste localisée, 1’effet est bénéfique en per-
mettant une destruction plus rapide des agents patho-
geénes mais, en cas d’extension systémique de la réponse
inflammatoire, on aboutit au SIRS.

L’effet “priming” serait expliqué par une facilitation
de I’assemblage des sous-unités de la NADPH oxydase
des phagocytes prétraités par du LPS. Plusieurs méca-
nismes pourraient étre impliqués : i) le LPS induit, de
fagon limitée, la translocation de la p47™™* a la mem-
brane [98] et augmente |’expression membranaire du fla-
vocytochrome b558 par la voie de la p38 MAPK [99],
ii) la stimulation des phagocytes par le LPS, serait res-
ponsable d’une activation de la p38 alpha MAPK [100].

Ce mécanisme rendrait compte d’une production plus
rapide et intense d’anion superoxyde aprés stimulation
des phagocytes pré-activés.

LA REGULATION NEGATIVE

Les anti-oxydants

Il est bien reconnu que la vitamine E est a I’origine
d’une diminution de la production de FRO en agissant
notamment sur ’activation de la NADPH oxydase. Des
travaux précédents réalisés dans le laboratoire ont mon-
tré qu’en présence d’o tocophérol, on observe une dimi-
nution de la translocation de la p47°™* au niveau de la
membrane plasmique ainsi qu’une diminution de la phos-
phorylation [101].

Les inhibiteurs de |'HMG CoA réductase

Les inhibiteurs de ’'HMG Co A réductase, également
appelés statines, en plus de leur effet hypolipémient pos-
sédent de nombreux effets dits pléiotropes. La plupart de
ces effets sont la conséquence d’une modification des
petites protéines G. Il a été récemment démontré que les
statines avaient des propriétés anti-oxydantes « a média-
tion cellulaire » notamment par une diminution de la pro-
duction d’anion superoxyde par la NADPH oxydase des
cellules endothéliales. Le mécanisme d’activation envi-
sagé par les auteurs serait une inactivation de la petite
protéine G p21 Rac [102]. Au laboratoire, nous avons
montré in vitro que les statines inhibaient la production
d’anion superoxyde de cellules THP-1 (lignée promono-
cytaire) avec des pourcentages différents selon la statine
utilisée. Cette inhibition de la NADPH oxydase par les
statines est levée par le mévalonate, le farnésyl pyro-
phosphate et le géranygéranyl pyrophosphate. Tout
récemment, une étude in vivo, réalisée sur des rats ren-
dus hypertendus par une perfusion chronique d’angio-
tensine II (200 ng/kg/min, 10 jours) traités par simvas-
tatine (60 mg/kg/jour, 11 jours)a été réalisée. Nos
résultats montrent une inhibition de la production de
FRO par les PMN et le tissu aortique, associée a une
diminution de la pression artérielle et de I’hypertrophie
cardiaque par rapports aux animaux non traités par sta-
tine.
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CONCLUSION

Le stress oxydant, par I’intermédiaire d’une production
accrue de FRO et ou d’une diminution des mécanismes
de défense anti-oxydants, est largement impliqué dans le
développement de nombreuses pathologies associées a
I’inflammation et au vieillissement. Le stress oxydant
apparait donc comme une cible thérapeutique privilégiée
pour prévenir ou limiter ces pathologies soit en aug-
mentant les systemes de défense, soit en diminuant la
production des radicaux libres.

Ces derni¢res années, la supplémentation en vitamine E
a été largement utilisée. En effet, dans les années 1990,
I’étude CHAOS (Cambridge Heart Antioxidant Study),
premier essai randomisé, a montré une réduction de risque
d’un nouvel infarctus du myocarde en prévention secon-
daire mais sans effet sur la mortalité cardiovasculaire
totale [103]. Cependant, 1’étude GISSI-Prevenzione
(Gruppo Italiano per lo Studio della Sopravivenza
nell’Infarto Miocardio) (GISSI-Prevenzione Investiga-
tors, 1999) [104], n’a pas pu mettre en évidence d’effet
bénéfique significatif de la vitamine E. Ce résultat néga-
tif est confirmé par I’étude HOPE (Heart Outcomes Pre-
vention Evaluation) portant sur 8 000 patients a haut
risque, coronariens ou diabétiques (Heart Outcomes Pre-
vention Evaluation Study Investigators, 2000). Ces résul-
tats concernant la prévention secondaire, confirmés par
la méta-analyse de Yussuf [105], sont extrémement déce-
vants et montrent les limites de la théorie oxydative de
I’athérogenése.

Une autre voie prometteuse serait de limiter la pro-
duction des formes réactives de 1’oxygene a la fois au
niveau systémique ou tissulaire. Dans ce contexte, la
modulation négative de la NADPH oxydase semble étre
une cible privilégi¢e. En effet, la plupart des événements
secondaires au stress oxydant ont pour origine une pro-
duction accrue d’anion superoxyde. A ce jour, quelques
molécules utilisées en thérapeutique (corticoides, anti-
oxydants, inhibiteurs de ’HMG CoA réductase) sont
capables d’inhiber la NADPH oxydase et la production
de radicaux libres.

Ces observations pourraient constituer une base ration-
nelle pour envisager leur utilisation dans le contréle de
la production pathologique de FRO et les processus
néfastes qui en résultent.
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