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RESUME

Stress oxydant et glycation : relation structure et activités biologiques de
l’albumine in vitro et in vivo dans le cadre de la pathologie diabétique

La plupart des pathologies, qu’elles soient d’origine génétique ou non trouvent leur origine

dans l’altération structural et/ou fonctionnelle de protéines d’intérêt. L’agrégation, la glycation

et l’oxydation constituent les principaux types de modification protéique fréquemment

observées dans de nombreuses maladies tels que le diabète, l’athérosclérose ou encore les

maladies neurodégénératives. Généralement, l’altération des activités biologiques de ces

protéines est étroitement corrélée avec ses changements conformationnels et structuraux.

L'albumine représente la protéine circulante la plus abondante et constitue le plus important

antioxydant du plasma sanguin susceptible d’être exposée à un stress glycoxydant accru, et

aboutir à la formation de Produits Avancés de Glycation (AGEs) dont les effets peuvent être

néfastes au niveau cellulaire et tissulaire.

Dans cette étude, je me suis intéressé à l’effet de trois types d’altérations, que sont l’agrégation,

la glycation et l'oxydation, sur la structure, le statut redox et l’activité antioxydante de

l’albumine ainsi que l'incidence de cette protéine modifiée sur la physiologie de différentes

lignées cellulaires.

Au cours de ce travail, j’ai abordé les quatre points suivants :

1. Afin de mieux comprendre l’impact de ces processus altératifs sur les propriétés

antioxydantes de l’albumine, j’ai étudié, en utilisant des techniques de la Biochimie et de la

Biophysique, les modifications structurales de la protéine soumise successivement à la

glycation, l’agrégation et aux deux processus simultanément.

2. J’ai mis en évidence et identifié des cibles protéiques sensibles à l’oxydation au niveau

d’adipocytes matures humains incubés en présence d’albumine bovine glycoxydée in vitro.

3. J’ai effectué une comparaison de l’action différentielle des modèles in vitro de d’AGEs

préparés à partir de l’albumine d’origine bovine ou humaine au niveau de monocytes THP1.

4. Enfin, afin de valider les caractéristiques structurales et biologiques obtenues à partir de nos

modèles in vitro d’AGEs dérivés de l’albumine, j’ai étudié sur des modèles purifiés à partir de

plasmas de sujets, l’état structural, redox et antioxydant de l’albumine altérée in vivo.

Les résultats obtenus lors de ce travail permettent de mettre en avant l’importance de la

structure native de la plus abondante des protéines circulantes sur l’intégrité de ses fonctions

biologiques et en particulier sur son activité antioxydante. Egalement, cette étude apporte un

nouvel éclairage sur l’implication de l’albumine altérée dans de nombreux désordres

métaboliques tels que le diabète.

Discipline: Biochimie et Biologie Cellulaire

Mots-clés: Sérum albumine bovine, Sérum albumine humaine, Adipocytes, Monocytes,
Cellules SW872 et THP1, Glycation, Diabète, Stress oxydant.

Laboratoire: EA2526 – Laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire –
15 avenue René Cassin – BP 7151 – 97715 Saint Denis Messag – Cedex 09 – France
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ABSTRACT

Oxidative stress and glycation: structural and biological properties
relationship of albumin modified in vitro or in vivo in diabetes context

Numerous pathologies are strongly linked to structural and functional alteration of target

proteins. Aggregation, glycation and oxidative damages constitute modifications of proteins,

frequently observed in numerous states of disease. The biological activities of proteins and

their conformational modifications are strictly connected. Among proteins, albumin represents

the most abundant and the most important antioxidant in blood. This circulating protein can, in

particular, undergo increased glycoxidation in case of diabetes, which can lead to the formation

of Advanced Glycation Endproducts (AGEs), and so induce various deleterious effects on cells.

In this study, I focused on the impact of aggregation, glycation and oxidative modifications on

the structural, redox and antioxidant status of albumin and the effect of this altered protein on

various cell lines physiology.

I firstly investigated, using biochemical and biophysical techniques, the structural changes of

bovine serum albumin induced by glycation, aggregation and both processes simultaneously.

By this, I tried to elucidate the impact of these processes on the antioxidant properties of the

modified protein.

Secondly, I studied the oxidative activity of in vitro glycoxidized bovine serum albumin on

mature adipocyte by identifying, in particular, specifically adipocyte carbonylated protein

targets by using proteomic techniques.

Then, I compared the effect of in vitro glucose and methylglyoxal-induced oxidative

modifications on bovine serum albumin (BSA) and human serum albumin (HSA) protein

structures and on THP1 monocyte physiology.

At last, the best way to characterize the structural and functional modification of altered

albumin is to study this protein with suitable pathological condition, in vivo instead of using an

in vitro model. In this last part, I determined simultaneously the structure, the antioxydant

properties and redox status of human plasma and its corresponding albumin purified from a

panel of plasma, in order to confirm or invalidate predictions based on in vitro models.

These investigations confirm the importance of native structure on functional properties of the

most abundant and protective protein in the circulatory system and by the way to have a better

understanding of its involvement in several physiological disorders such as Diabetes.

Subject: Biochemistry and Cellular Biology

Key words: Albumin, Adipocytes, Monocytes, SW872 and THP1 cell lines, Glycation,
Oxidative stress, Diabetes.

Research group: EA2526 – Laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire –
15 avenue René Cassin – BP 7151 – 97715 Saint Denis Messag – Cedex 09 – France
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I TOUR D’HORIZON DES DIFFERENTES PATHOLOGIES DE NOTRE SOCIETE

Au cours des 50 dernières années, l’espérance de vie a gagné plus de 20 ans (OMS,

2003). Dans les pays en développement, ce gain a pu se faire grâce au recul rapide de la

mortalité liée aux maladies infectieuses chez l’enfant. Dans les pays industrialisés, ce gain

d’espérance de vie (2 à 3 mois par an en France en 2000) résulte de la diminution de la

mortalité aux âges élevés. S’ajoutent à cette évolution la baisse ou la stagnation des taux de

fécondité avec pour conséquence majeure le vieillissement de la population mondiale et une

augmentation très sensible des plus de 60 ans (un français sur trois en 2040, INSEE). Cette

évolution positive de cette espérance de vie, n’empêche pas de mettre en exergue de

nombreuses maladies, préoccupantes pour les principales instances sanitaires, qui affectent

l’espérance de vie en bonne santé.

1. Les maladies du vieillissement

Le vieillissement de la population entraîne des retentissements considérables en

termes de morbidité, avec la prévalence croissante des maladies chroniques liées à l’âge

(cancer, maladies cardiovasculaires et neurodégénératives…). Parmi les pathologies

neurodégénératives, les maladies d’Alzheimer et de Parkinson sont des affections cérébrales à

évolution lente dont la probabilité d’apparition augmente avec l’avancée en âge. Par exemple,

la maladie d’Alzheimer, qui se manifeste par des troubles de la mémoire s’aggravant

progressivement, touche près d’un million de français. Elle représente 1,5 % chez les

personnes âgées de 65 ans et double à peu près tous les quatre ans pour atteindre environ

30 % chez celles âgées de 80 ans (Wolf, 2007).

En 25 ans, la mortalité attribuée à la maladie d’Alzheimer a fait un bond en France, de

37 % chez les hommes et de 34 % chez les femmes (Wolf, 2007). La maladie de Parkinson

quant à elle, touche 0,3 % de la population générale et 3 % des personnes de 65 ans et plus.

Avec de telles évolutions, il ne fait pas de doute que les maladies neurodégénératives vont

devenir un réel problème de société d’ici quelques années.

En dépit d’une meilleure prévention et de traitements plus efficaces, la France et plus

largement les pays occidentaux sont confrontés à un accroissement sensible du nombre de

nouveaux cas de cancers (300 000 cas de plus entre 2004 et 2006 en Europe), en raison du

http://www.novia-sante.fr/Maladie-d-Alzheimer---nouveaux-criteres-de-diagnostic-_n180.html
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vieillissement de la population. S’il est avéré qu’un dépistage de plus en plus précoce du

cancer augmente l’efficacité de la prise en charge de la maladie, il n’empêche pas le fait que

cette pathologie soit devenue en 2004 la première cause de mortalité en France (30 %) juste

devant les maladies cardiovasculaires (28,9 %) (Aouba, 2007).

2. Les maladies infectieuses

La mobilité et l’interconnexion extrêmes du monde d’aujourd’hui créent une multitude

de conditions favorables à la propagation rapide des maladies infectieuses, avec l’émergence

de nouveaux agents infectieux dus aux disparités sanitaires croissantes entre pays riches et

pays pauvres. Des exemples récents sont nombreux, en particulier le SRAS (syndrome

respiratoire aigu sévère), la première maladie grave et transmissible à émerger en ce XXIème

siècle, partie de Chine fin 2002 et qui a éclaté au niveau mondial en 2003 faisant plus de 8000

cas et près de 800 morts. Ces maladies infectieuses se propagent plus rapidement et elles

apparaissent plus brutalement qu’elles ne l’ont jamais fait par le passé et affectent également

le domaine de l’alimentation. La chaîne alimentaire connaît une évolution rapide avec une

tendance à la complexification et à l’internationalisation, ce qui engendre la flambée de

maladies d’origine alimentaire dues aux contaminations par des micro-organismes, des

substances chimiques ou des toxines courantes dans de nombreux pays. De nouvelles

maladies hautement pathogènes pour l’homme, suscitent de fortes préoccupations comme cela

a été le cas lorsque l’on a découvert que la maladie de Creutzfeldt Jakob était liée à

l’encéphalite spongiforme bovine (ESB), et plus récemment la flambée de la grippe aviaire à

virus H5N1.

3. Les maladies émergentes

L’évolution des modes de vie dans notre société a vu l’émergence d’une alimentation

de plus en plus inadaptée (« la malbouffe » avec une alimentation trop riche en graisses et en

sucres, développement de la restauration rapide, ….) associée à une augmentation de la

sédentarité (diminution de l’activité physique), qui s’est opérée avec l’industrialisation,

l’urbanisation et la mécanisation. Cette évolution dans nos comportements alimentaires et

sanitaires explique l’apparition et le développement fulgurant de l’obésité, le diabète et plus

globalement des maladies métaboliques. Concernant l’obésité, si les sociétés industrialisées

ont été les premières concernées, avec leurs richesses, leurs habitudes alimentaires et le
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manque d'activité physique, les pays en développement, qui adoptent désormais ces pratiques,

se retrouvent touchés par ce fléau que l’on n’hésite pas à qualifier maintenant de pandémie.

Le surpoids et l’obésité entraînent de graves conséquences pour la santé : en premier lieu, les

maladies cardiovasculaires qui représentent la première cause de décès dans le monde (17

millions de morts par an) et la deuxième en France ; le diabète, qui a rapidement pris les

proportions d’une épidémie mondiale, les troubles musculo-squelettiques comme l’arthrose et

également certains cancers (sein, colon). Aujourd’hui, on recense près de 200 millions de

diabétiques dans le monde, soit six fois plus qu’il y a 15 ans. Les prévisions pour 2025 font

état de 300 millions de diabétiques. A cause de leur étendue et de leur progression fulgurante,

l’obésité et les maladies associées sont devenues une des premières préoccupations de santé

publique.

4. Les maladies génétiques et maladies métaboliques

Les maladies génétiques sont dues à une ou plusieurs anomalies sur un ou plusieurs

chromosomes qui sont transmises à la descendance et qui entraînent un défaut de

fonctionnement de cellules précises de l'organisme. Certaines maladies génétiques sont dites

monofactorielles car les anomalies génétiques sont le résultat d'une simple mutation de gène

et peuvent être transmises à la moitié des générations suivantes.

D’autres maladies sont dites multifactorielles car elles sont dues à l’interaction entre

des évènements génétiques et des facteurs environnementaux. Même si elles sont congénitales

(présentes à la naissance), ces maladies sont également provoquées par un caractère

environnemental qui prend de plus en plus d’importance dans notre société actuelle

(alimentation, boisson, tabagisme, qualité de l’air, sédentarité, stress, choc psychologique,

etc…). Pour ces anomalies congénitales, le risque de transmission est inférieur à 5%. C’est le

cas de nombreuses pathologies citées précédemment comme le diabète, certains cas de cancer,

mais également les maladies neurodégénératives comme Alzheimer ou Parkinson. Parmi ces

pathologies, sont également concernées les nombreuses maladies métaboliques dites

congénitales qui représentent une large classe de maladies génétiques impliquant les troubles

du métabolisme. Elles affectent les systèmes biologiques communs à toutes les cellules et

ainsi que les métabolismes liés aux différentes classes de molécules biologiques : les

protéines, les lipides et les glucides mais également les métaux comme le fer

http://fr.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9n%C3%A9tique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chromosome
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(hémochromatose), le cuivre (maladie de Menkés). Les paramètres environnementaux actuels,

comme l’alimentation, accroissent le risque d’apparition de ces maladies métaboliques qui

peuvent non seulement diminuer l'espérance de vie, et augmenter l’apparition de pathologies.

Ces maladies peuvent être congénitales mais aussi acquises en raison de la défaillance d’un

organe ou d’une voie métabolique importante. C’est le cas pour le diabète et l’obésité dont

l’incidence est la plus élevée.

En résumé, avec l’augmentation de l’espérance de vie, l’homme moderne est, plus

susceptible aux maladies liées au vieillissement. En effet, l’accumulation de mutations

délétères, affectant des processus cellulaires clés (l’apoptose, prolifération…) dans un

organisme dont les défenses s’atténuent, favorise l’apparition de pathologies telles que le

cancer ou les maladies neurodégénératives. D’autre part, les nouvelles conditions alimentaires

et sanitaires représentent un terrain propice au développement des maladies métaboliques et

infectieuses.

D’où cette préoccupation actuelle dans notre société, de non seulement augmenter la

durée de vie en bonne santé mais aussi de retarder le vieillissement et ses effets néfastes. De

nouvelles thérapies se développent dans ce sens et ceci grâce à une meilleure compréhension

des altérations des protéines qui sont la plupart du temps à l’origine de toutes ces pathologies.

En effet, la plupart des pathologies répertoriées ci-dessus ont pour origine une modification de

protéine. Ces modifications protéiques peuvent être d’origine génétique ou non.
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II L’ALTERATION DES PROTEINES AU CENTRE DE CES PATHOLOGIES

1. Du génome au protéome

Si l’achèvement du séquençage du génome humain a apporté une somme

d’informations incomparables sur l’ensemble des moyens dont dispose la cellule pour

fonctionner, la génomique a montré ses limites en matière de compréhension des mécanismes

moléculaires au sein de la cellule et plus généralement dans l’organisme, particulièrement

dans l’étude des différentes pathologies. En effet la simple lecture de l’ADN d’un génome ne

suffit pas pour décrypter les moyens actifs dont dispose la cellule. Ce décryptage suppose tout

d’abord un repérage des gènes présents sur ce génome, mais également l’identification de ses

produits de transcription (les ARN) et de traduction (les protéines), et enfin la caractérisation

du rôle joué par chaque protéine dans le fonctionnement de la cellule. Le transcriptome et le

protéome apportent cette notion dynamique par rapport au génome, dans la mesure où un seul

génome peut conduire à différents protéomes en fonction des types cellulaires, mais aussi

selon l’état physiologique et pathologique. Ainsi le protéome reflète les répercussions des

événements cellulaires que cela soit au niveau traductionnel, ou post-traductionnel.

L’avantage de la protéomique par rapport à la génomique repose sur le fait que les protéines

identifiées sont les produits biologiques terminaux (Martin, 2001). Etant donné que les

pathologies sont souvent le résultat de dysfonctionnements des protéines et que ces dernières

sont aussi des cibles pour des actions thérapeutiques, il est primordial de passer par l’analyse

protéique pour avoir une image globale des systèmes biomoléculaires dans leur complexité et

ainsi appréhender les mécanismes moléculaires des maladies afin d’améliorer le diagnostic et

les thérapies. Ainsi, comprendre les différentes pathologies existantes revient à appréhender

les altérations protéiques qui peuvent trouver leur origine en amont dans des mutations au

niveau du génome mais le plus souvent en aval avec des modifications post-traductionnelles.

2. Rôle primordial de la protéine dans l’organisme

Les protéines sont les agents organisateurs de la matière vivante. En effet, si certains

biologistes ont longtemps considéré les acides ribonucléiques (ARN) comme les composants

ayant le pouvoir d’organisation de la matière vivante, ce rôle est désormais dévolu aux

protéines porteuses principales de l’information dans l’organisme.
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a) Fonction

Les protéines représentent l’une des plus importantes classes de molécules présentes dans tous

les organismes vivants. Notre organisme en fabriquerait environ 100 000 différentes les unes

des autres, dont chacune possède une structure et des propriétés chimiques qui lui sont

propres. Elles assurent l’essentiel des fonctions de la cellule que l’on peut séparer en deux

catégories :

- Les protéines de structure, intégrées aux membranes, interviennent dans l’architecture des

tissus et des organes. Ces protéines peuvent former des fibres de structures aussi diverses que

les tendons, ligaments, mais aussi l’armature interne des cellules ou les fibres des caillots

sanguins. Le collagène est la protéine de structure la plus abondante de l'organisme et le

constituant essentiel du derme de la peau, ainsi que de tous les artères et vaisseaux.

- Les protéines fonctionnelles, qui assurent le fonctionnement de la cellule et de l’organisme,

sont sous différentes formes :

 Transporteur : plusieurs substances chimiques sont transportées dans le sang en se

combinant temporairement à une protéine comme l’hémoglobine (transport d’O2) ou

l’albumine sérique (transport d’acide gras). Elles peuvent également assurer le

transport à travers la membrane cellulaire (par exemple par le biais de canaux

protéiques...) (Petit, 1997).

 Anticorps : certaines grosses protéines (immunoglobulines) fabriquées par des

globules blancs (lymphocytes) jouent le rôle d’anticorps pour la défense de

l’organisme contre les cellules étrangères.

 Hormones : de nombreuses hormones sont des protéines comme l’insuline ou

l’hormone de croissance qui agissent à distance de leur site de production par fixation

sur des récepteurs spécifiques.

 Identification des cellules et de molécules : les glycoprotéines appelées CMH

(complexe majeur d’histocompatibilité) sont situées au niveau des membranes

cellulaires et permettent au système immunitaire de distinguer ses propres cellules des

cellules étrangères. De même, certaines protéines membranaires font office de

récepteurs dans la détection spécifique de molécules de signalisation (hormones,

facteurs de croissance, interleukines…). Celles-ci déclenchent une cascade de réaction

http://www.futura-sciences.com/fr/comprendre/glossaire/definition/t/vie/d/molecule_783/
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biochimique de transduction de signaux, ou bien interviennent dans la fixation de

complexes moléculaires (lipoprotéines…) circulants en vue de leur absorption par la

cellule.

 Enzymes : La plupart des réactions chimiques des différents métabolismes se

produisant dans la cellule sont catalysées par des protéines possédant une activité

enzymatique.

b) Structure : le repliement 3D est à la base de l'activité des protéines

Du point de vue structural, les protéines sont des macromolécules constituées de longues

chaînes d'acides aminés (les éléments de base). La protéine est la résultante du message

génétique contenu dans un gène. Il existe 4 niveaux de structuration de la protéine

(Figure 1) :

La structure primaire ou séquence d'une protéine correspond à la succession linéaire des

acides aminés (ou résidus) la constituant. Les protéines sont donc des polymères d'acides

aminés, reliés entre eux par des liaisons peptidiques.

Figure 1 : Les quatre niveaux de structure de la protéine

La structure secondaire décrit le repliement local de la chaîne principale de la protéine.

L'existence de structures secondaires vient du fait que les repliements énergétiquement

favorables de la chaîne peptidique sont limités et que seules certaines conformations sont

possibles. Certaines conformations se trouvent nettement favorisées car stabilisées par des

liaisons hydrogènes. Il existe trois catégories principales de structures secondaires selon
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l'échafaudage de liaisons hydrogènes, et donc selon le repliement des liaisons peptidiques

(Figure 2): les hélices, les feuillets et les coudes (Voet, 1998).

- L'hélice α correspond à une structure hélicoïdale périodique très fréquente dans le

repliement des protéines et des peptides. Elle se caractérise par la formation de liaisons

hydrogènes entre le groupement carbonyle -CO d'un résidu n et le groupement amide -NH

d'un résidu n+4.

Figure 2 : Les structures secondaires possibles d’une protéine

- Le brin β est une structure périodique étendue. Les liaisons hydrogènes qui le

stabilisent se font entre résidus distants plutôt qu'entre résidus consécutifs, comme dans le cas

de l'hélice α. En fait, un brin β seul n'est pas stable. Il a besoin de former des liaisons

hydrogènes avec d'autres brins β pour se stabiliser. On parle alors de feuillets β.

- Les coudes ne sont pas des structures périodiques. Il s'agit plutôt d'un repliement

particulier du squelette carboné localisé à 3 ou 4 résidus consécutifs. Les coudes permettent

bien souvent de relier 2 structures secondaires périodiques (hélices et/ou brins).
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La structure tertiaire ou structure tridimensionnelle correspond au repliement de la chaîne

polypeptidique dans l'espace. La structure 3D d'une protéine est intimement liée à sa fonction.

Lorsque cette structure est cassée par l'emploi d'agent dénaturant, la protéine perd sa fonction:

elle est dénaturée.

La structure tertiaire d'une protéine dépend de sa structure primaire, mais également

des conditions locales qui existent à l'intérieur de chaque compartiment cellulaire : le solvant,

la force ionique, la viscosité et la concentration contribuent à moduler la conformation. Ainsi,

une protéine membranaire aura besoin de l'environnement hydrophobe de la membrane pour

adopter une conformation. La structure tertiaire est maintenue par différentes interactions:

interactions covalentes (ponts disulfures), électrostatiques (liaisons ioniques, liaisons

hydrogènes), interactions avec le solvant et l'environnement (ions, lipides...).

Les deux principales structures tridimensionnelles sont d’une part, les protéines

globulaires dont leur rôle se limite à une fonction structurelle (enzyme, messager, transport ou

stockage) et d’autre part les protéines fibreuses qui jouent principalement un rôle constitutif

(tissus, cartilage, vaisseaux et ligaments…).

La structure quaternaire des protéines regroupe l'association d'au moins deux chaînes

polypeptidiques - identiques ou différentes - par des liaisons non covalentes (liaison H, liaison

ionique, interaction hydrophobe), mais rarement des ponts disulfures. Chacune de ces chaînes

est appelée monomère (ou sous-unité) et l'ensemble oligomère ou protéine multimérique

(Voet, 1998).

Chaque protéine, constituée d’une chaîne polypeptidique spécifique, adopte sa propre

structure tridimensionnelle, en se repliant d’une seule façon après sa synthèse. Sa forme

native, correspondant à son repliement naturel dans les conditions physiologiques, dépend non

seulement de la séquence protéique, mais également des interactions énergétiques existant

entre les différentes structures secondaires (Dill, 1990).

Les liaisons hydrogène jouent un rôle fondamental dans le repliement de la protéine

(Bryant, 1998). Les interactions électrostatiques ont lieu sur des protéines ayant des charges

électriques permanentes. En fonction du signe de ces charges, les interactions sont soit

attractives ou bien répulsives. Le signe et la répartition de celles-ci dépendent avant tout du

pH de la solution et du point isoélectrique (pI) de la protéine (Howell, 1992). Les liaisons

covalentes qui jouent un rôle important dans la stabilisation des domaines protéiques, sont les

ponts disulfures intramoléculaires formés par l’oxydation de groupements thiols (-SH) de
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deux résidus cystéine. Cette interaction forte peut se faire également entre résidus cystéine de

différentes molécules protéiques pour former des agrégats stables.

c) Modification post-traductionnelle des protéines

La synthèse des protéines a lieu dans le cytosol. Pendant leur traduction ou quand elles

sont entièrement synthétisées, certaines protéines subissent des modifications chimiques que

l'on appelle respectivement modifications co-traductionnelles ou post-traductionnelles. Ces

modifications sont nombreuses et entraînent un changement de la fonction de la protéine

considérée, que ce soit au niveau de son action, de sa demi-vie, ou de sa localisation

cellulaire.

Figure 3 : De l’ADN à la protéine fonctionnelle



21

Ces modifications peuvent, soit impliquer l’addition d’un groupe fonctionnel

(l’acétylation, glycosylation, biotinylation, phosphorylation…), ou bien l’addition de

groupements peptidiques (l’ubiquitination…), soit changer la nature chimique des acides

aminés (déamidation, citrullination…), soit impliquer des changements structuraux (clivage

protéique ou établissement de ponts disulfures).

Ces modifications ont notamment pour but de :

- Réguler l’activité de la protéine.

- L’étiqueter afin qu’elles soient reconnues par un système de dégradation, par d’autres

molécules ou pour les « adresser » à un compartiment cellulaire.

- Les intégrer dans une cascade de signalisation.

- Les ancrer à la membrane

La protéine ainsi modifiée adopte une structure et des propriétés physicochimiques très

différentes de la molécule directement codée par le gène. Ces modifications post-

traductionnelles ont généralement pour objectif de rendre la protéine fonctionnelle dans son

environnement physiologique (Figure 3). De ce fait, l’absence de modifications post-

traductionnelles de certaines protéines seront dans certains cas à l’origine d’une pathologie.

Par exemple, la maladie de Still, affectant le plus souvent l’enfant, est un rhumatisme

inflammatoire rare se caractérisant par des pics de fièvre, des éruptions cutanées et des

douleurs articulaires, et s’expliquant en partie, par un taux anormalement bas de ferritine

« glycosylée » (20 % au lieu de 80% chez un sujet sain) (Fautrel, 2002). La ferritine constitue

un facteur protéique important du métabolisme du fer.

A contrario certaines modifications post-traductionnelles seront également à la source

de certaines maladies. C’est le cas dans la maladie d’Alzheimer, ou la phosphorylation

anormale des protéines Tau est un élément clé de la fonction anormale de la protéine et de son

caractère fibrinogène (Leger, 1997). Parmi les modifications entraînant une altération de la

protéine, celles induites par la glycation et l’oxydation sont les plus répandues avec celles

issues de mauvais repliements (« unfolding ») à l’origine des phénomènes d’agrégation

(Figure 3).
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3. Les phénomènes de dénaturation et d’agrégation des protéines

a) Aspect structural

La plupart des protéines sont susceptibles de s’agréger dans certaines conditions

particulières, mais de différentes façons et à des degrés divers. Cette agrégation résulte d’un

mauvais repliement de la structure tridimensionnelle caractéristique dans laquelle la protéine

est fonctionnelle. Le processus d’agrégation dépend de nombreux facteurs, tels que la

température, le pH, la concentration, la force ionique ou bien la présence d’un co-soluté

(Aymard, 1996; Fink, 1998), mais surtout d’une altération du repliement naturel de la

protéine. De nombreuses maladies neurodégénératives ou autres sont considérées comme

résultant d'une accumulation de protéines « mal repliées ». En effet, un repliement incomplet

de la protéine induit une exposition de certains sites hydrophobes ou de groupements thiols

(-SH), alors inaccessibles lorsque la protéine est sous sa forme native. Par ailleurs, un mauvais

repliement entraîne une perte de fonctionnalité de la protéine.

Les repliements tridimensionnels des protéines sont très vulnérables à une multitude

de facteurs, d’origine exogène comme les agressions physiques (choc thermique), chimiques

(métaux lourds, ROS), ou endogène (souvent génétique) comme des changements d’acides

aminés suite à des mutations. Ces repliements partiels peuvent aussi s’expliquer par des

changements conformationnels au niveau de la structure secondaire de la protéine. En effet,

dans la plupart des cas, les changements conformationnels à ce niveau, entraîne la formation

d’agrégats riches en structure de type . L’agrégation induit une augmentation des structures

en feuillet  au détriment des hélices  (Fang, 1997). De nombreuses études permettent de

considérer que le processus d’agrégation implique des interactions entre différentes structures

en feuillets-. D’autre part, les protéines riches en structures  et en résidus hydrophobes ont

une meilleure susceptibilité à la formation d’agrégats (Chiti, 2002; Fink, 1998).

b) L’agrégation des protéines dans les pathologies dites « conformationnelles »

Pendant des décennies, les scientifiques se sont intéressés au mécanisme de formation des

agrégats insolubles dans différentes pathologies. En effet, la modification des peptides et
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protéines en agrégats est étroitement corrélée avec de nombreuses conditions pathologiques

humaines (Figure 4) (Wang, 2008).

Par exemple, dans l'anémie à hématies falciformes, maladie génétique liée à la

présence de gènes d'hémoglobine anormaux qui produisent une protéine d'hémoglobine non

fonctionnelle, les globules rouges sont déformés en forme de faucille (d'où son nom

falciforme, en anglais « sickle ») lorsqu’elles sont sous leur forme désoxygénée (Dobler,

1968).

Figure 4 : Les phénomènes d’agrégation et les pathologies associées

La polymérisation de l’hémoglobine en fibrilles est à l’origine de la déformation de

ces globules rouges provoquant non seulement une obturation des petits vaisseaux (vaso-

occlusion) mais également une mort prématurée (Weatherall, 2001). Dans la maladie

d’Alzheimer, l’accumulation, dans le système nerveux central, de peptides -amyloïde (AP),

constituant majeur des plaques séniles, contribue principalement aux phénomènes de

dégénération neuronale et de démence (Selkoe, 2002). Cependant, il apparaît également que

l’agrégation des protéines Tau, protéines fortement exprimées dans les neurones au niveau des

axones, participe à cette neurodégénérescence. En effet, dans la maladie d’Alzheimer, ces
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protéines s’agrègent pour former des structures très stables et résistantes à la protéolyse

(Sadqi, 2002). Dans ce processus d’apparition des lésions cérébrales, les dépôts amyloïdes

semblent potentialiser le phénomène agrégatif des protéines Tau (Buee, 2000).

De façon similaire, d’autres pathologies neurodégénératives ont mis en évidence

l’implication de l’agrégation protéique. Par exemple, les maladies à prions, telles que

Creutzfeld-Jacob et l’encéphalopathie spongiforme bovine (vache folle), sont les

conséquences de l’accumulation de substances amyloïdes de protéines prion PrPsc (Prusiner,

1994). La protéine prion anormale (PrPsc) présent chez les individus infectés, diffère du prion

normal (PrP) par un repliement anormal en feuillet-, empêchant sa dégradation complète et

efficace par les protéinases (Madec, 1997). De même d’autres maladies neurologiques, dites

par expansion de polyglutamine, comme la maladie de Huntington, se caractérise notamment

pas des inclusions intranucléaires de fibrilles de type amyloïde (DiFiglia, 1997). Enfin, dans

la maladie de Parkinson, ces inclusions sont connues sous le nom de corps de Lewy et sont

situées dans le cytoplasme des cellules neuronales et sont composées, en partie, d’agrégats de

type amyloïde de la protéine -synucleine (Conway, 2000).

Par ailleurs, les phénomènes d’agrégation concernent également le diabète de type 2.

En effet, les plaquettes d’un patient diabétique ont de fortes prédispositions à l’agrégation, ce

qui peut conduire à des athérothromboses (Vitek, 1994), si bien qu’une thérapie antiagrégante

plaquettaire est souvent prescrite pour ce genre de patients.

Globalement, toutes ces pathologies sont associées à la multimérisation de protéines

non repliées dans les agrégats extracellulaires ou des inclusions intracellulaires insolubles.

4. L’oxydation et le stress oxydatif

Les réactions d'oxydation dans les cellules sont des phénomènes habituels et

conditionnent leur bonne marche. Comme tout phénomène important, ils ne sont pas sans

danger puisque tout dérèglement va entraîner une agression appelée stress oxydatif. On peut

également le définir comme une rupture d’équilibre entre les espèces antioxydantes et

pro-oxydantes en faveur de ces derniers (Fridovich, 1978; Sies, 1985). Les premiers travaux

dans le domaine ont montré le rôle important joué par les intermédiaires oxygénés, appelés
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également radicaux libres, dans les phénomènes physiologiques et leurs effets délétères dans

les processus cellulaires (Gerschman, 1954; Gilbert, 1950).

a) Les radicaux libres oxygénés ou ROS

Le métabolisme cellulaire normal produit et utilise en permanence des espèces oxygénées

réactives. C’est le cas au cours de la respiration où chaque cellule réduit l'oxygène en eau.

Figure 5 : Les principaux radicaux libres et les mécanismes de détoxification

Les espèces oxydantes sont des dérivés de l’oxygène radicalaire ou non, hautement

réactifs et instables, impliqués dans de nombreux processus biologiques (Figure 5). Parmi ces

espèces, les moins réactives comme l’ion superoxyde (O2
-) et le peroxyde d’hydrogène

(H2O2) sont peu impliqués dans la dégradation protéique, mais ont la capacité de diffuser à

travers les membranes et ainsi d’agir à des distances relativement importantes (Halliwell,

1992). Ils sont également à l’origine d’espèces plus réactives comme le peroxynitrite (NO3
-)
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et le radical hydroxyle (OH) responsable de fragmentation protéique ou de la formation

d’agrégats moléculaires mais avec un court rayon d’action (30 Å) comparé à l’ion superoxyde

et au peroxyde d’hydrogène (Martinez-Cayuela, 1995). Le peroxynitrite est obtenu par

interaction entre O2
- et l’oxyde nitrique (NO), un radical vasodilatateur produit par de

nombreuses cellules comme les phagocytes et les cellules vasculaires endothéliales (Crow,

1994). Le peroxynitrite est connu pour ses effets délétères au niveau des protéines, où il réagit

fortement avec les métaux qui y sont fixés (Pacher, 2007). Il participe également à la

nitration de la cystéine et de la tyrosine.

b) La production des ROS

Les sources de production des radicaux libres sont multiples (Figure 6), parmi

lesquels les systèmes endogènes : ils peuvent avoir pour origine l’auto-oxydation des aldoses

comme le glucose conduisant à la formation de H2O2 ainsi que des intermédiaires radicalaires

(Wolff, 1991). Les protéines glyquées peuvent également réagir avec l’oxygène pour former

des radicaux libres oxygénés. En effet, les produits avancés de glycation (AGEs) comme le

N-carboxyméthyllysine (CML), résultent de l’oxydation de la fructoselysine. La pentosidine,

quant à elle, provient d’une réaction d’autooxydation entre les résidus lysine et arginine (Sell,

1989).

La production de ROS peut provenir d’un processus enzymatique ou non enzymatique

(Thannickal, 2000). Des enzymes cytoplasmiques comme la xanthine oxydase ou l’aldéhyde

déshydrogénase sont à l’origine de la formation de radicaux libres lors de leur cycle

catalytique (Martinez-Cayuela, 1995). De même, la voie de synthèse des prostaglandines

catalysée par la lipoxygénase et la cyclo-oxygénase, deux enzymes membranaires, implique la

production de radicaux libres. Au niveau de la membrane plasmique, la NADPH oxydase

activée par le processus phagocytaire de la cellule est à l’origine d’une large production de

radicaux superoxyde (Orient, 2007; Vignais, 2002).
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Figure 6: Les principales sources de radicaux libres

Au niveau des peroxysomes, les ROS sont aussi bien dégradés que produits. Les

antioxydants y résidant, comme la glutathion peroxydase ou la catalase, participent au

processus d’inactivation du peroxyde d’hydrogène. Les enzymes oxydases, quant à elles,

participent au processus inverse. De plus, les peroxysomes contiennent de nombreux ions

métalliques à l’origine de la formation de nombreux radicaux libres via la réaction de Fenton

(Schrader, 2006).

Une majorité des ROS provient de la respiration mitochondriale. En effet, au cours du

transport des électrons par la chaîne respiratoire, des substances oxygénées réactives, sont

générées et environ 2% de l’oxygène sont convertis en radicaux superoxyde directement

réactifs au voisinage de la mitochondrie (Inoue, 2003).

Il existe également de nombreuses sources exogènes, tels les polluants photochimiques

le tabac, les drogues ou les radiations ionisantes, pénétrant l'organisme via le système

respiratoire, l'alimentation ou les muqueuses (Blache, 1992; Kohen, 2002). La surproduction
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de ROS peut être aussi induite par des processus de type ischémie-reperfusion qui est à

l'origine d'une partie des rejets des greffes (Serrano, 2000). Enfin, la génération de ROS est

également le résultat de la mort cellulaire via l’apoptose ou la nécrose (Dalle-Donne, 2006) .

c) Les systèmes de détoxification

Ces molécules, très agressives, sont normalement éliminées par des systèmes de

défense enzymatiques ou biochimiques. Il existe aussi deux types de systèmes réparateurs

chargés de corriger les effets toxiques des radicaux libres.

Le système de défenses primaires diminue la production de radicaux libres et

comprend différentes enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD) catalysant la

dismutation de O2
- en H2O2 et O2 (Darley-Usmar, 1996), la catalase permettant

l’élimination de H2O2 excédentaire (Harris, 1991), et la glutathion peroxydase (GSH)

catalysant aussi bien la réduction de H2O2 que les peroxydes organiques (ROOH) (Figure 7)

(Harris, 1992). Ce système primaire comprend également un système non enzymatique

utilisant de petites molécules comme la vitamine C, vitamine E ou le glutathion qui ont la

capacité de réduire les radicaux libres. Le glutathion peut réduire H2O2 en eau et les

peroxydes (ROOH) en alcool. Les vitamines C et E inhibent la peroxydation lipidique.

Figure 7 : Les principales réactions de détoxification

Les systèmes de défenses secondaires peuvent réduire les dommages que les radicaux

libres font subir aux protéines, aux lipides et à l’ADN. Les attaques radicalaires au niveau des

acides nucléiques stoppent notamment la réplication de l’ADN. Différentes enzymes comme

la ligase, l’ADN polymérase I ou des endonucléases peuvent intervenir pour protéger la

transmission de l’information génétique (Ames, 1993). De même, de nombreuses

oxydoréductases catalysent la réduction au niveau de nombreux résidus aminés des protéines
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préalablement oxydés par les radicaux libres comme la tyrosine, l’histidine, la méthionine et

la cystéine. Enfin, grâce à son caractère liposoluble, la vitamine E représente un bon système

de défense contre la peroxydation au niveau des lipides (Yamauchi, 2007).

Tous ces systèmes de défense produits par l’organisme sont capables d’inactiver les

ROS nocifs et ainsi de maintenir une balance optimale oxydants/antioxydants permettant

d’assurer une fonction cellulaire normale. Cependant, sous l’effet d’un fort stress oxydatif, les

capacités de ces antioxydants à éliminer les ROS sont souvent dépassées et par conséquent,

d’autres sources d’antioxydants, dites diététiques, sont nécessaires. Les plus répandus et

connus étant ceux trouvés dans l’alimentation comme le -carotène (provitamines A), l'acide

ascorbique (vitamine C), le tocophérol (vitamine E) et les polyphénols. Beaucoup de ces

antioxydants proviennent des fruits (fruits rouges, orange, raisin…) et des légumes (tomate,

cresson, ail…).

d) Les effets bénéfiques des ROS : le bon, la brute ou le méchant ?

Les espèces réactives de l’oxygène sont souvent présentées comme les « troubles

fête » et les responsables de nombreux processus délétères. Cependant, ces ROS sont des

intermédiaires nécessaires dans les fonctionnements cellulaires, notamment dans les réactions

enzymatiques. Ils sont générés dans de nombreuses réactions essentielles à la vie. Et les

exemples mettant en exergue le rôle indispensable des radicaux oxygénés dans la cellule sont

nombreux. Parmi les leucocytes, les neutrophiles sont spécialisés dans la production de

radicaux indispensables dans la destruction des agents pathogènes. Ils participent aussi à

l’activation de gènes impliqués dans la réponse immunitaire (Chew, 2004). Par ailleurs, dans

le muscle, tissu le plus répandu dans le corps humain, la génération de radicaux libres

intervient dans le contrôle de sa tonicité (McArdle, 2004).

Les ROS participent à de nombreux processus cellulaires, que ce soit la prolifération

cellulaire, la différentiation ou bien l’apoptose. Par exemple, les ROS relargués par les

cellules phagocytaires (macrophages) lors de l’inflammation contribuent à lutter contre les

bactéries. De plus, l’augmentation des ROS peut induire l’expression de certains gènes relatifs

aux activités antioxydantes (Lecarpentier, 2007). Une réponse antioxydante à une légère

augmentation de ROS est souvent suffisante pour rétablir l’homéostasie redox.
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e) Les conséquences du stress oxydatif : l’oxydation des protéines

Hormis les lipides et l’ADN, les attaques radicalaires générées par les ROS affectent

les protéines, parmi lesquelles les protéines plasmatiques, particulièrement exposées lorsque

les sources d’un stress sont augmentées au détriment des défenses antioxydantes (Soriani,

1994). Les protéines peuvent être attaquées par les radicaux libres même à des concentrations

très élevées en antioxydants (vitamine E, trolox), alors que dans les mêmes conditions, le

processus de lipoperoxydation est presque supprimé (Dean, 1991). De plus, l’oxydation des

protéines apparaît de façon précoce par rapport à la peroxydation lipidique (Davies, 1987).

i) Oxydation des résidus acides aminés

Au niveau de la protéine, l’oxydation touche la chaîne latérale de certains acides

aminés constitutifs des protéines. Une majorité d’acides aminés sont particulièrement

sensibles au stress oxydant tels que la lysine, l’arginine, la cystéine, la méthionine, l’histidine et

la phénylalanine (Figure 8).

Parmi les acides aminés soufrés, la cystéine est oxydée en acide sulfénique (-SOH)

conduisant à la formation de ponts disulfures S-S (Stadtman, 1993) ou bien d’acide sulfonique (-

SO3H). La méthionine, quant à elle, donne par oxydation la méthionine sulfone (Brot, 1983). Ces

résidus, situés généralement dans des zones exposées de la protéine, donc les plus susceptibles à

l’oxydation, apparaissent comme un système antioxydant interne à la protéine et préviendraient

ainsi l’oxydation d’autres acides aminés essentiels (Levine, 1996).

Par ailleurs, l’oxydation des résidus méthionine peut induire un changement

conformationnel se traduisant par un dépliement partiel de la protéine (Hoshi, 2001). Les

méthionine sulfoxydes sont d’ailleurs fortement impliqués au niveau des protéines du cortex

cérébral dans les pathologies neurodégénératives (Moskovitz, 2005).

Concernant les résidus aromatiques, la tyrosine peut être oxydée par le radical

hydroxyle pour donner la di-tyrosine qui apparaît comme un marqueur spécifique in vivo du

statut oxydatif des protéines (Giulivi, 2003). La nitration de ce résidu par le peroxynitrite

donne lieu à la formation de 3-nitrotyrosine, produit d’oxydation mis en évidence dans les

plasmas de patients diabétiques (Ceriello, 2001). La phénylalanine s’oxyde quand à elle en
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o-tyrosine ou m-tyrosine, puis est convertie en dérivé de la dopamine (adrénaline) (Matthews,

2007; Stadtman, 2003).

Figure 8 : Exemples d’attaque des ROS sur différents acides aminés

De nombreux résidus, tels que la lysine, l’arginine et l’histidine, souvent situés dans des

sites de fixation de métaux, constituent des cibles sensibles à l’oxydation via les radicaux libres.

La présence de métaux de transition facilite la modification de ces résidus en dérivés carbonylés

tels que le 2-oxohistidine et le semi aldéhyde -aminoadipique. Certains acides aminés comme la

lysine et l’arginine peuvent également se combiner avec des carbohydrates selon le processus de

glycoxydation pour donner des AGEs.
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ii) Le devenir des protéines oxydées

Non seulement, les protéines oxydées sont affectées dans leurs fonctions, mais

également dans leur structure. Par exemple, les protéines altérées ne sont plus reconnues par

leurs récepteurs ou bien leurs activités enzymatiques sont diminuées.

Figure 9 : Devenir des protéines oxydées

Par ailleurs, ces altérations de type oxydatif sont des phénomènes propageables. La

surveillance de la qualité des protéines intracellulaires est capitale pour la survie des cellules.

Les protéines oxydées seront prises en charge par des systèmes de réparation ou d’élimination

(Figure 9).

Les systèmes de réparation des protéines :

Parallèlement au système protéasome, il existe des mécanismes enzymatiques capables

de réduire certains produits d’oxydation des acides aminés soufrés et de permettre ainsi la

réparation de la protéine oxydée. Par exemple, le peptide méthionine sulfoxyde réductase
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(PMSR) comporte deux familles d’enzymes (MsrA et MsrB) susceptibles de réduire les

différentes formes de la méthionine sulfoxyde, produit de l’oxydation de la méthionine. Cette

enzyme extracellulaire a été successivement mise en évidence chez les bactéries (Brot, 1995),

les plantes (Sadanandom, 1996) et l’animal (Moskovitz, 1996). Son rôle dans la réparation

de protéines oxydées a été confirmé dans de nombreuses études, notamment celle décrivant

des lymphocytes humains surexprimant cette enzyme et qui présentent une plus grande

résistance au stress oxydant (Moskovitz, 1997).

Une autre enzyme, la sulfirédoxine, est capable de réparer les protéines oxydées,

particulièrement celles possédant des cystéines oxydées (Biteau, 2003). Cette nouvelle

enzyme découverte chez la levure, réduit l'acide sulfinique (-SO2H), prouvant ainsi que la

suroxydation des cystéines n'est pas irréversible. Les cystéines oxydées sont prises en charge

par la protéine disulfide isomérase, enzyme catalysant la réduction des disulfures et qui

semble impliquée dans le repliement correct de la protéine (Freedman, 1989).

Le système protéolytique : le protéasome

Lorsque l’état oxydatif des protéines devient irréversible, à cause d’un potentiel de

défense antioxydant totalement dépassé, les systèmes protéolytiques prennent le relais pour

assurer la dégradation des protéines altérées (Pacifici, 1991).

Les processus biochimiques au sein de la machinerie cellulaire sont le résultat d’une

synchronisation et d’une complémentarité parfaite des nombreuses protéines ayant chacune

un rôle bien spécifique. La dégradation d’une seule de ces protéines peut enrayer le processus

biochimique. De telles protéines doivent être dégradées afin de limiter leurs effets toxiques

potentiels : c’est le rôle dévolu au protéasome responsable de la dégradation de ces protéines

altérées (Poppek, 2006). Le protéasome est un grand complexe protéolytique constitué de

plusieurs activités peptidase. Une fois qu’elles sont marquées à l’ubiquitine, les protéines à

dégrader sont reconnues par le système protéasome qui les hydrolyse en acides aminés et

petits peptides. Le protéasome a ainsi un rôle vital dans la dégradation des protéines oxydées

et donc dans le renouvellement continu des protéines.
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D’autres systèmes protéolytiques ont été auparavant mis en évidence comme

machineries de reconnaissance et de dégradation des protéines oxydées : les complexes

macroxyprotéinase et protéinase multi catalytique. Le système multi-catalytique protéinase

comprend une protéase cytosolique de haut poids moléculaire capable de dégrader

spécifiquement les glutamines synthétases oxydées (Rivett, 1985a; Rivett, 1985b). La

macroxyprotéinase, est un complexe protéolytique de haut poids moléculaire présentant trois

sites actifs, isolés à partir d’érythrocytes et dégradant sélectivement les protéines dénaturées

par oxydation (Pacifici, 1991; Pacifici, 1989). Ces deux complexes protéolytiques sont

maintenant considérés comme appartenant au protéasome 20S (Friguet, 2002).

Cependant, certaines de ces protéines modifiées sont moins susceptibles à la

dégradation. C’est le cas de la glucose-6-phosphate déshydrogénase qui, sous sa forme

glycoxydée, résiste à la protéolyse (Bulteau, 2001). De plus, dans certaines conditions

inflammatoires, les fonctions protéolytiques du complexe protéasome peuvent être inhibées.

En effet, le stress oxydant peut induire la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires comme

IL-8 qui est fortement impliquée dans l’inactivation du protéasome (Fernandes, 2008). Ces

deux observations permettent d’expliquer l’accumulation progressive d’agrégats de protéines

oxydées à l’origine de nombreuses pathologies, particulièrement celles liées au vieillissement.

f) Conséquences pathologiques

Si la présence de ces ROS est utile pour les cellules, une surproduction ou une

diminution des défenses antioxydantes entraîne des dommages cellulaires (Cheeseman,

1993). Ainsi, ces espèces réactives participent à la désorganisation des structures

membranaires, à l'oxydation de protéines qui perdent alors leur fonction, à l'oxydation des

lipoprotéines circulantes, mais également à des altérations de l’ADN. Le stress oxydatif étant

un facteur d’inflammation et de mutagenèse, il touche donc l'ensemble des tissus et des

métabolismes et de ce fait, contribue à un grand nombre de pathologies comme le cancer, les

maladies cardiovasculaires et cérébro-vasculaires. Il jouerait un rôle dans les maladies

neurodégénératives et particulièrement la maladie d’Alzheimer. Dans ces pathologies, le

stress oxydant contribue au mauvais repliement de certaines protéines et ainsi à

l’accumulation d’agrégats (Pacifici, 1993) (Figure 9). Même si des nouvelles thérapies

anticancéreuses sont développées à partir de l’utilisation de radicaux libres (Hileman, 2004),
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les ROS auraient paradoxalement un rôle promoteur dans le développement de certains

cancers (Halliwell, 2007). Le stress oxydant serait impliqué dans les allergies et l’asthme par

le biais de la NADPH oxydase du pollen (Boldogh, 2005).

Enfin, dans les deux formes du diabète (I et II), les phénomènes d’insulino-sécrétion et

d’insulino-résistance seraient en partie liés au stress oxydant. En effet, dans le cas du diabète

insulinodépendant (DID), d’une part son rôle dans les lésions de la cellule- pancréatique est

avéré, d’autre part les radicaux libres inhibent la sécrétion d’insuline (Krippeit-Drews,

1994). Concernant le diabète non insulinodépendant (DNID), la génération de radicaux libres

est un médiateur des effets du facteur TNF- sur la sensibilité des tissus périphériques à

l’insuline et pourrait ainsi être impliquée dans l’insulino-résistance liée à l’âge (Paolisso,

1999). Toutefois la production de ROS par les mitochondries serait un facteur indispensable

dans la sécrétion insulinique induite par le glucose (Leloup, 2008).

Par son implication dans ces complications métaboliques, le stress oxydant est souvent

étroitement lié à un autre mécanisme altératif que l’on rencontre le plus généralement dans la

pathologie du diabète (Gillery, 2006). Ces deux processus délétères qui s’auto entretiennent

sont généralement regroupées sous le terme de " glycoxydation ".

5. La glycation et la glycoxydation des protéines

Comme décrit précédemment, plusieurs mécanismes sont impliqués dans la genèse de

ce stress oxydant, parmi lesquels la glycation des protéines. En effet, les protéines glyquées

peuvent également réagir avec l’oxygène pour former des radicaux libres oxygénés et ainsi

induire un stress oxydant.

Ce type de modification est notamment constaté au niveau des protéines plasmatiques

dans le cas du diabète. Cette pathologie s’accompagne généralement de complications

vasculaires ainsi que de dommages fonctionnels des protéines telles que l’albumine (Cohen,

2003a). L’hyperglycémie est considérée comme la principale cause des complications

diabétiques qui affectent entre autre les protéines circulantes. Ses effets délétères sont

attribués à la formation accrue de produits avancés de glycation (AGE) à partir de l’excès de

sucre sanguin et des protéines circulantes, parmi lesquelles l’albumine est la plus exposée.
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Ces phénomènes de glycation touchent également les lipoprotéines de basse densité (LDL) in

vivo chez des patients diabétiques (Schleicher, 1981).

a) Formation des produits avancés de glycation (AGE)

La glycation des protéines correspond à une glycosylation non enzymatique, dont le processus

se déroule en trois étapes : (Figure 10)

Figure 10 : Les différentes étapes de la réaction de Maillard (Hartog, 2007)

 Formation rapide et réversible d’une base de Schiff instable par combinaison de la fonction

aldéhyde du glucose avec un résidu aminé de la protéine (Lysine, Arginine) (Day, 1979) ou

avec la fonction amine N-terminale (Cohen, 1986).
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 Réarrangement d’Amadori pour aboutir aux produits de glycation dit précoce ou

fructosamines qui sont des protéines intermédiaires.

 Accumulation lente et irréversible, par réarrangements, transferts d’hydrogène et

oxydation, de produits avancés de glycation (AGE) ou produits de réaction de Maillard. Ces

produits terminaux de glycation sont des protéines de durée de vie prolongée se caractérisant

par une pigmentation brune, leur fluorescence (Degenhardt, 1998; Niwa, 1999) et leur

implication dans la formation de liaisons croisées entre protéines (Yang, 2003).

Si les deux premières étapes ont une réversibilité potentielle en fonction du niveau de

la glycémie du patient, la troisième étape et la formation des produits avancés de glycation ne

sont pas affectées par un meilleur contrôle glycémique (Lyons, 1985).

La formation des produits avancés de glycation, outre le cas du diabète, est un

phénomène accru dans diverses pathologies comme l’insuffisance rénale terminale (Bordas-

Fondrede, 1990), et au cours du vieillissement (Sell, 1990). Outre le glucose, d’autres oses ou

dérivés sont susceptibles de participer à la glycation des protéines comme le galactose, le

fructose, le ribose, l’acide ascorbique. Les -oxoaldéhydes très réactifs comme le

méthylglyoxal et le 3-deoxyglucosone sont également des précurseurs importants des AGE in

vivo (Degenhardt, 1998; Niwa, 1999).

b) Caractérisation des Produits avancés de glycation

La formation des différents AGE implique une étape d’oxydation à partir des produits

d’Amadori ou fructosamines. Il apparaît donc plus approprié de désigner ces produits

terminaux comme des produits de glycoxydation plutôt que de glycation (Baynes, 1999).

Seulement quelques AGE ont pu être caractérisés et identifiés in vivo (Figure 11) : les

dérivés hydroimidazolones produits de la réaction avec le 3-désoxyglucosone ont été

retrouvés dans les rétines de patients diabétiques (Hammes, 1999a). Des dérivés monolysyles

ont également été caractérisés. C’est le cas du N-carboxyméthyllysine (CML) issu du clivage
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de résidus fructose-lysine des fructosamines et dont la concentration au niveau du collagène

de la peau est fortement liée au développement de la rétinopathie (Hammes, 1999b).

Figure 11 : Structures d’AGEs caractérisées in vivo (Ahmed, 2002; Biemel, 2001;

Nakamura, 1997; Thorpe, 2003)

La N-carboxyéthyllysine (CEL) et les sels d’imidazolium (GOLD et MOLD) ont

également été isolés in vitro et sont issus de la réaction du méthylglyoxal et du glyoxal avec

les protéines (Wells-Knecht, 1996). De même, des produits obtenus par couplage entre deux

acides aminés glyqués, comme la pentosidine (Sell, 1989) ou les crosslines, ont été identifiés.

La pyrraline a été détectée au niveau des protéines sériques de patients diabétiques (Hayase,

1989). Les CML et la pentosidine sont d’ailleurs utilisés comme marqueurs cliniques de la

formation de produits de glycoxydation in vivo (Lyons, 1993).
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De plus, des produits d’Amadori peuvent également être obtenus par la glycation des

résidus arginine et aboutissent notamment à la N -carboxyméthylarginine (CMA) (Yu, 1997).

Ces produits d’oxydation terminaux, ne sont plus modifiés mais augmentent au cours d’un

diabète sucré et sont les marqueurs d’une hyperglycémie durable et mal contrôlée chez les

patients diabétiques. Enfin, plus récemment, a été été identifiée une nouvelle classe d’AGEs

intracellulaires résultant de la modification des groupements sulphydryle des protéines

(cystéine) (Thorpe, 2003). En effet, comparé à l’amine, le groupement thiol de la cystéine est

un nucléophile puissant et celui-ci réagit rapidement sur des composés dicarbonylés tels que

le glyoxal ou méthylglyoxal pour donner respectivement le S-carboxyméthycystéine (CMC)

et le S-carboxyéthylcystéine (CEC) (Zeng, 2005). La concentration de CMC est d’ailleurs

comparable à celle du CML au niveau des protéines intracellulaires des cellules musculaires

et augmente de façon identique chez des patients diabétiques (Alt, 2004).

c) Toxicité des produits avancés de glycation

i) Interaction des AGEs avec leur environnement

Les conséquences fonctionnelles de la glycoxydation sur les protéines sont

nombreuses. Elles touchent préférentiellement les protéines directement exposées au glucose

sanguin ou à durée de vie longue, comme certaines protéines circulantes et les protéines de la

matrice extracellulaire. Concernant les protéines circulantes, la glycoxydation touche

principalement l’hémoglobine, les immunoglobulines, l’insuline et l’albumine.

La glycoxydation de l’hémoglobine augmente la viscosité sanguine et inhibe le

relargage de l’oxygène (McDonald, 1979). Elle altère également la liaison de molécules de

régulation comme l’héparine sur l’antithrombine III. Pour cette dernière, la glycoxydation

compromet son activité et induit un accroissement des phénomènes de thrombose (Brownlee,

1984). Les immunoglobulines comme les IgG et les IgM sont également impliquées puisque

la glycoxydation affecte leur activité et les diabétiques sont ainsi plus sujets à l’infection

(Cheta, 1991; Danze, 1987). De même les fonctions de transport du cholestérol et

d’élimination des triglycérides par les HDLs et VLDLs sont altérées lorsque ces lipoprotéines

sont glycoxydées au cours d’un diabète (Duell, 1991). Par ailleurs, les cellules sanguines sont
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également touchées par les phénomènes de glycation que cela soit les plaquettes

(thrombocytes) ou les érythrocytes. Par exemple, La formation d’AGEs à la surface des

hématies semble induire une diminution de l’élasticité et de la fluidité de leur membrane

(Bryszewska, 1988).

Enfin, il est maintenant reconnu que l’insuline, médiateur de l’afflux de glucose dans

la plupart des tissus, peut être également glycoxydée au niveau des cellules pancréatiques en

condition d’hyperglycémie (McKillop, 2002). De nombreux travaux ont montré la diminution

de la capacité de l’insuline glyquée à maintenir l’homéostasie du glucose, à stimuler la

lipogenèse et la captation du glucose au niveau du tissu adipeux (Boyd, 2000; Lindsay,

2003). De ce fait, l’insuline glyquée contribue en partie à l’insulino-résistance dans le diabète

de type 2 (Hunter, 2003).

Au niveau de la matrice extracellulaire, les protéines sont facilement sujettes à la

glycation de par leur faible taux de renouvellement. Elle affecte notamment la victonectine,

le collagène IV et la laminine en altérant leur capacité à se polymériser et ainsi à organiser

entre eux le réseau tridimensionnel de la membrane basale (Charonis, 1990). L’élasticité du

collagène est de ce fait abaissée, ce qui entraîne une rigidité structurale au niveau artériel. De

plus, la glycation de la laminine au niveau d’une séquence riche en lysine a un effet délétère

sur le processus de régénération neuronale (Federoff, 1993).

Les AGEs issus des protéines de la matrice extracellulaire sont moins sensibles à la

protéolyse, ce qui contribue à l’allongement de leur durée de vie et dans le cas du collagène à

l’irréversibilité de l’épaississement de la membrane basale observée dans le cas des

micro-angiopathies. Dans le cas du fibrinogène, les AGEs induisent une résistance relative de

la fibrine à la fibrinolyse, favorisant ainsi les dépôts vasculaires de la fibrine et pouvant créer

une situation prothrombogène (Juhan-Vague, 1989).

Enfin, la glycation peut également affecter les activités enzymatiques des protéines par

des altérations liées à la présence de résidus lysine au voisinage d’un site actif ou par des

modifications conformationnelles liées à la réticulation de protéines modifiées. D’autre part,

les AGEs formés par glycosylation non enzymatique jouent un rôle important dans la

conversion de la protéine prion cellulaire (PrPc) en protéine prion « scrapie » (PrPsc)

responsable des encéphalopathies dont la plus connue est la maladie dite de la « vache folle »
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(ESB) (Choi, 2004). Les sites catalytiques d’enzymes se retrouvent altérés, de même que les

épitopes d’antigènes. Aussi, la glycoxydation ne s’arrête pas à la modification des résidus

lysine et arginine. Ce processus, impliquant les espèces réactives de l’oxygène, peut propager

les dommages de la protéine au-delà de ces résidus et peut notamment affecter d’autres acides

aminés fortement impliqués dans les activités enzymatiques. C’est le cas du tryptophane,

résidu le plus sensible au dommage oxydatif (Halliwell, 1999), qui joue un rôle clé dans

l’activité enzymatique du lysozyme (Chetyrkin, 2008) .

En résumé, l’augmentation du taux d’AGE au sein de l’organisme est à l’origine de

nombreux désordres métaboliques, en agissant directement au niveau des protéines circulantes

ou de la matrice extracellulaire. Ils peuvent également causer de multiples dommages en

agissant indirectement par le biais de récepteurs, ou en induisant une auto-immunité morbide.

ii) Les AGEs et les récepteurs cellulaires

Les produits avancés de glycoxydation extracellulaire peuvent également agir au

niveau cellulaire en se liant à des récepteurs membranaires et induire des réponses cellulaires

très diverses et appropriées. Plusieurs récepteurs aux AGEs, impliqués dans l’activation

cellulaire ont été caractérisés : le « macrophage scavanger receptor class A » ou récepteur

MSR-A (Horiuchi, 1996), le récepteur CD36 de la famille des MRS-B qui fait également

office de récepteur pour les LDLs oxydées (Ohgami, 2001; Ohgami, 2002) et qui participe à

l’élimination des AGEs, une protéine proche de l’enzyme oligosaccharyltransférase-48 (OST-

48 ou AGE-R1), un autre récepteur proche d’un substrat de la protéine kinase C (80K-H ou

AGE-R2)(Li, 1996). La galectine-3, une protéine présentant un motif de reconnaissance des

sucres fortement conservé en partie C-terminale se comporte également comme un récepteur

aux AGEs (Pricci, 2000).

Le récepteur des AGEs le mieux décrit actuellement est le RAGE. Il s’agit d’une

molécule d’environ 50 KD qui appartient à la super famille des immunoglobulines (Neeper,

1992) et qui est présent sur de nombreux types cellulaires : monocytes, macrophages, cellules

musculaires lisses, cellules mésangiales et cellules nerveuses (Chappey, 1997). Si le RAGE

fixe de façon préférentielle les AGEs, d'autres molécules comme l'amphotérine ou la
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substance -amyloïde, dans le cas de la maladie d’Alzheimer sont capables de se lier au

RAGE (Yan, 1996).

La liaison des AGEs au RAGE initie une série de signaux cellulaires en cascade

(Figure 12), débutant par la formation d’espèces réactives de l’oxygène ou ROS, induisant

ainsi un stress oxydatif (Wautier, 1996). Ce stress s’accompagne de signaux cellulaires

impliquant l’activation de la p21ras et des MAP-kinases (Lander, 1997), ainsi que du facteur

de transcription NF-B (Yan, 1994) qui permet l’activation de différents gènes impliqués

dans l’inflammation comme les cytokines pro-inflammatoires (Il-1a, IL-6 et TNF-a), ou

impliqués dans l’adhésion cellulaire (VCAM-1), la vasoconstriction (endothéline-1) ou la

coagulation (thrombomoduline).

Figure 12 : Effets induits par la liaison des AGEs au récepteur RAGE

A contrario, les phénomènes de glycoxydation sont responsables de défauts de

reconnaissance des protéines médiatrices modifiées engagées dans la signalisation cellulaire

ou l’endocytose. La glycoxydation des LDL, par exemple, réduit leur captation par leurs

récepteurs normaux comme les récepteurs B/E.
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Tous ces événements, altérant les propriétés cellulaires, prédisposent au

développement de complications au niveau vasculaire et inflammatoire du diabète. Par

exemple, les malaises cardiaques consécutifs à des dysfonctionnements vasculaire ainsi que

myocardique, trouvent leurs origines dans l’interaction des AGEs avec le RAGE (Hartog,

2007). De façon similaire, le complexe AGE-RAGE induit, par sécrétion de facteurs comme

MCP-1 ou TNF-, une diminution de la sensibilité à l’insuline au niveau adipocytaire

(Unoki, 2007).

iii) Les AGEs et l’auto-immunité

Toutes les protéines ont un potentiel immunogène, c'est-à-dire qu’elles peuvent

provoquer une réponse auto-immune et cela concerne notamment les protéines glycoxydées.

En effet, si cette immunogénicité est réduite pour les produits d’Amadori, elle semble au

contraire accrue pour les produits terminaux de glycation, ce qui laisse supposer que les AGEs

présents in vivo peuvent déclencher une réponse auto-immune (Virella, 2003). Des auto-

anticorps dirigés contre des AGEs d’albumine et d’IgG ont pu être mis en évidence dans des

sérums provenant aussi bien de patients diabétiques que de sujets sains (Turk, 2001; Vay,

2000). Le niveau des anticorps anti-AGE, d’isotypes IgA et IgM, se révèle, en effet, élevé

chez des patients diabétiques atteints d’arthrite rhumatoïde (Newkirk, 1998). Ces anticorps

peuvent se combiner avec les AGEs circulants et former ainsi des complexes immunitaires

(AGE-IC) susceptibles d’être impliqués dans les processus d’athérogénèse. C’est le cas

notamment des AGEs de lipoprotéine (AGE-LDL), dont les propriétés immunogènes

contribuent, par le biais des complexes LDL-IC, au développement de l’athérosclérose

cardiovasculaire (Kiener, 1995; Steinbrecher, 1984).

iiii) La glycoxydation : un mécanisme qui s’auto entretient

Les phénomènes de glycation peuvent être assimilés au 1er étage d’une fusée menant

de façon irréversible à une cascade de réactions aboutissant plus ou moins directement à de

nombreuses pathologies et complications métaboliques (Figure 13). En effet, à partir de la

formation des AGEs, découle une série de processus délétères, détaillés auparavant, tels que

l’inflammation par le biais des récepteurs, l’oxydation, des modifications conformationnelles

aboutissant à des accumulations d’agrégats ou bien une réponse immunitaire liée à
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l’immunogénicité des AGEs. Ces différents processus vont non seulement contribuer aux

développements de pathologies diverses, mais aussi aggraver certains processus

physiologiques. En effet, la réponse inflammatoire des AGEs via les récepteurs RAGE peut

être à l’origine du stress oxydant qui, lui-même, va favoriser la formation d’AGEs.

De même ces AGEs, qui sont dans la plupart des cas la conséquence d’une

hyperglycémie, vont non seulement directement favoriser un stress oxydant et une réponse

inflammatoire, mais également indirectement renforcer une insulino-résistance ou inhiber une

insulino-sécrétion et ainsi aggraver l’hyperglycémie d’origine. Ainsi, avec les AGEs débute

une sorte de « cercle vicieux » où les différents processus altératifs vont s’entretenir et

s’aggraver avec le temps, débouchant sur des complications chroniques.

Figure 13 : La glycation, 1ere étape de la fusée des complications métaboliques
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iiiii) Les AGEs et les complications métaboliques

A cause de leur forte réactivité directe ou indirecte par le biais de récepteurs cellulaires

spécifiques, les AGEs se retrouvent impliqués dans le développement de nombreuses

complications (Figure 14). Une formation accrue de ces AGEs a été mise en évidence au

niveau sanguin et tissulaire de diabétiques, mais également dans de nombreux cas

physiopathologiques comme l’athérosclérose, la maladie d’Alzheimer, les maladies rénales en

phase terminale, l’arthrite rhumatoïde et la cirrhose du foie (Sebekova, 2002; Sebekova,

2001) (Tableau 1).

Tableau 1 : Présence des AGEs dans le sérum et tissus dans différentes

pathologies (Jakus, 2004)

Ces AGEs peuvent induire des phénomènes d’athérosclérose, de thrombose, de

fibrose, de vasoconstriction sans oublier un stress oxydatif accru aboutissant au

dysfonctionnement de fonctions primordiales comme les reins, le cœur, la vue. Par exemple,

un lien étroit est établi entre la formation des produits avancés de glycation dans la matrice

extracellulaire et le développement des complications chroniques du diabète sucré

(Brownlee, 1988).

En effet, les AGEs s’accumulent chez les patients diabétiques dans les différents

tissus. C’est le cas du CML et de la pentosidine s’accumulant au niveau des capillaires des

glomérules du rein, avec pour conséquence des micro-angiopathies à l’origine de

néphropathies (Makita, 1991). Cette micro-angiopathie affecte également les capillaires au
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niveau de la rétine. Les AGEs issus des protéines de la matrice extracellulaire ont ainsi un rôle

décisif dans le développement des rétinopathies (Lu, 1998). Par ailleurs, les protéines

vasculaires glycoxydées comme les lipoprotéines sont impliquées dans la production de

molécules d’adhésion au niveau des cellules endothéliales interagissant avec les facteurs de

coagulation, les plaquettes et les leucocytes et contribuant ainsi au développement de

macro-angiopathie débouchant sur l’athérosclérose (MacDonald, 1992). Enfin, une

accumulation excessive d’AGEs, particulièrement de CML, a été constatée au niveau du

système nerveux périphérique chez les diabétiques atteints de neuropathie dégénérative

démyélinisante (Vlassara, 1981). Toutefois il n’a pas été établi une corrélation entre ce dépôt

d’AGEs et l’altération de la gaine de myéline des cellules du système nerveux (Sugimoto,

1997).

Des études ont mis en évidence une forte prédisposition des patients diabétiques pour

la maladie d’Alzheimer (Arvanitakis, 2004; Kalaria, 2009; Leibson, 1997). Le lien étroit

entre ces deux pathologies s’explique d’une part, par le rôle protecteur joué par l’insuline

cérébral dans la régénération neuronale et dans le bon fonctionnement des fonctions

cognitives. Le mécanisme de neurodégénérescence étant associé  à une insulinoresistance ou

une déficience en insuline liée au diabète, la maladie d’Alzheimer est désormais qualifiée de

« diabète de type 3 » (Moroz, 2008; Steen, 2005). D’autre part, la contribution des AGEs

dans cette maladie neurodégénérative est également mise en avant. Certaines similitudes

associent cette maladie neurodégénérative et les surcharges glucidiques de patients

diabétiques au travers de la glycation des protéines, et particulièrement de la substance -

amyloïde (Colaco, 1996; Munch, 1997). Les AGEs faciliteraient, en effet, l’agrégation des

peptides -amyloïdes ainsi que l’allongement de leur durée de vie dans la pathologie

Alzheimer (Vitek, 1994).

La présence et les effets délétères des AGEs ont également été répertoriés chez des

sujets non diabétiques. En effet la pentosidine, l’un des types d’AGE, a été identifiée in vivo

aussi bien chez des patients hémodialysés (Odetti, 1992), que chez des personnes âgées

sujettes à la cataracte (Nagaraj, 1991), ou bien au niveau des plaques séniles du cortex

cérébral des patients « Alzheimer » (Smith, 1994). De plus, il a été mis en évidence un niveau

plus élevé de fructosamine, chez des patients sujets au syndrome d’apnée du sommeil (Faure,

2008a). Enfin, le phénomène de glycoxydation, en particulier au niveau du collagène,

contribue de façon importante à la progression des mécanismes du vieillissement (Reiser,

1998).
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Figure 14 : Les AGEs sources de nombreuses complications métaboliques (Hartog, 2007)
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Les rôles délétères des AGEs en particulier, et du stress oxydant en général sont avérés

dans de multiples pathologies, que cela soient des maladies métaboliques, neurodégénératives

ou cancéreuses. Les thérapies font de plus en plus souvent appel aux antioxydants pour

renforcer l’efficacité des traitements. Par ailleurs, ces altérations de type oxydatif touchent de

nombreuses protéines, parmi lesquelles les protéines circulantes exposées aux altérations et en

contact avec de nombreuses cibles biologiques. L’albumine représente la plus abondante

parmi celles-ci. De plus elle est réputée être continuellement soumise au stress oxydant

(Soriani, 1994) et s’avère également posséder des propriétés antioxydantes.
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III L’ALBUMINE : UNE PROTEINE SENSIBLE

L’albumine est sans doute l’une des premières protéines découvertes, puisque ses propriétés

physiologiques ont été reconnues à l’époque d’Hippocrate vers l’an + 400 (Hippocrate,

1978). C’est probablement la protéine la plus étudiée, dans la mesure où ses multiples

fonctions ont intéressé des générations de biologistes, biochimistes, chimistes, physiciens et

pharmacologistes depuis plus de 150 ans, à commencer par C. Denis qui fut le premier à

isoler cette protéine par dialyse en 1840 (Denis, 1859). C’est la protéine soluble la plus

abondante chez les vertébrés et la plus importante dans le plasma avec une concentration se

situant entre 35 et 50 g/L (Rothschild, 1988).

1. Structure

La structure de l’albumine permet d’expliquer ses fonctions multiples et son rôle dans

l’organisme, qui seront détaillés ultérieurement. Cette structure est identique chez tous les

individus de l’espèce humaine mais présente des différences de séquence avec celles des

autres espèces animales. Ainsi, la sérum albumine bovine (SAB) et humaine (SAH) ont une

étroite homologie dans la séquence polypeptidique ainsi que dans leur structure.

La structure primaire consiste en une chaîne polypeptidique de 585 et 583 acides

aminés respectivement pour la SAH et la SAB. Les seules différences résident dans la

substitution de plusieurs résidus ayant cependant des propriétés hydrophobes identiques

n’affectant en rien la structure tridimensionnelle de la protéine (Carter, 1994). Parmi leurs 35

résidus cystéine, un seul d’entre eux (Cys34) se trouve à l’état réduit et n’est donc pas

impliqué dans l’édification de liaisons disulfures.

La structure, constituée de 3 domaines homologues divisés en 9 boucles (sous-

domaine) dont la stabilité est assurée par les 17 ponts disulfures, confère à la protéine une

certaine flexibilité (Figure 15). La forme hélicoïdale (hélice ) représente 67% de la structure

secondaire, tandis que la forme en feuillet  est totalement absente à l’état natif.
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Figure 15 : Structure tridimensionelle de l’albumine avec ses 3 domaines et ses ponts

disulfures

Les 17 ponts disulfures qui assurent la stabilité de la structure tertiaire de la protéine à

température ambiante et à pH neutre, n’empêchent pas des modifications significatives de

taille et de forme en fonction de la variation de ces deux paramètres physiques (Carter, 1994;

Foster, 1977). Par exemple, la SAB présente des changements de conformation spatiale

(isomérisation) en fonction du pH, qui peuvent être attribués à des ruptures d’interactions de

type ionique suite au changement de pH (Figure 16). En particulier, un pH de 4,5 marque une

transition entre la forme native (N) de la protéine et la forme « fast » (F) pour laquelle une

diminution des structures en hélice est observée (Carter, 1994). Avec la diminution du pH, la

structure est de plus en plus étirée.

Comme la plupart des protéines globulaires, l’albumine présente une tendance à

s’agréger sous forme de complexes macromoléculaires lorsque la protéine est soumise à une

augmentation de température (Barone, 1992). L’agrégation thermique de la SAB se

caractérise par des changements conformationnels de sa forme native constituée
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majoritairement par des hélices  vers une structure enrichie en feuillet . Ces changements

peuvent être modulés par la concentration de la protéine, la valeur du pH, la température et le

temps du traitement thermique (Giancola, 1997; Militello, 2004), mais également par la

présence ou l’absence de métaux de transition tel que le cuivre (Cu2+) ou le Zinc (Zn2+)

(Navarra, 2007). Par exemple, la dénaturation de la SAB par traitement à 80°C est réversible

quelque soit le pH, tandis que les modifications sont irréversibles lorsque la protéine est

traitée de façon durable à 60°C (Barone, 1992; Gelamo, 2000). De plus, de nombreux

travaux ont pu mettre en avant l’implication du seul résidu cystéine libre (Cys34) dans le

processus d’agrégation thermique (Militello, 2003; Peters, 1985). En effet, le blocage de ce

résidu avec de l’iodoacétamide, ou du glutathion empêche la formation de liaisons

intermoléculaires et ainsi la formation d’agrégats.

Figure 16 : Différents isomères conformationnels de la SAB en fonction du pH (Navarra,

2008)

Comme la plupart des protéines du plasma, l’albumine possède un pH isoélectrique

(pHi) très acide, dont la valeur est variable en fonction de la nature des molécules qui sont

fixées. Il varie de 4,8 lorsque elle est associée aux acides gras, à 5,28 lorsqu’elle est liée à des

substances non lipidiques (Lefèvre, 1996). Son pHi étant inférieur au pH du plasma cette

protéine se comporte in vivo comme un anion. Contrairement aux autres protéines du plasma

(immunoglobulines, transferrine, fibrinogène…), l’albumine présente la plus faible masse

moléculaire autour de 66 438 Da et 66 411 Da pour respectivement la SAB et la

SAH (Brown, 1975;Meloun, 1975).
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2. Fonction : formation, distribution et rôles

Des travaux sur foies de rats isolés et perfusés ont démontré que la biosynthèse de

l’albumine a lieu exclusivement au niveau du foie (Miller, 1951; Peters, 1950). D’autres

études, utilisant des techniques d’immunocytochimie, ont montré que tous les hépatocytes

synthétisaient l’albumine. (Brands, 1983; LeBouton, 1980a; LeBouton, 1980b).

Chez l’homme, l’albumine a une demi-vie voisine de 3 semaines (Brodersen, 1980;

Waldmann, 1977). La synthèse journalière s’établit à 120 mg.kg-1 soit 8 à 10 g pour un

adulte de 70 kg. Cette production correspond à un renouvellement quotidien de 4 à 6 % de la

protéine. La quasi-totalité de l’albumine synthétisée (99,9 %) va directement dans le plasma

sanguin où elle effectue environ 15 000 passages dans le système circulatoire entre sa

synthèse et sa dégradation. L’importance conférée à cette protéine est particulièrement due à

la multitude de rôles bénéfiques : au niveau circulatoire, au niveau du transport d’un large

éventail de métabolites qui lui a donné la réputation de « tramp steamer » du système

circulatoire (Peters, 1996), ainsi qu’au niveau de son rôle protecteur.

a) Rôles circulatoires

L’albumine, qui représente 60% en masse de toutes les protéines plasmatiques, est

responsable à 80% du maintien de la pression oncotique (25-33 mm Hg). Cette pression

empêche l'eau de sortir des vaisseaux sanguins. Elle y contribue de façon disproportionnée, à

cause de sa faible masse moléculaire (67 kDa) par rapport aux globulines du plasma dont la

masse moléculaire moyenne est autour de 170 kDa (Scatchard, 1944), mais également à

cause de son faible point isoélectrique (pI = 4,7) qui confère à la protéine une charge nette

négative à pH 7.4 (pH sanguin) contribuant ainsi à l’équilibre de Donnan (Figge, 1991).

L’albumine est indispensable pour la bonne répartition des liquides entre les vaisseaux

sanguins et les tissus ou le milieu interstitiel. En effet une diminution du taux d'albumine dans

le sang (hypoalbuminémie) est problématique: la pression oncotique est abaissée, l'eau quitte

alors les vaisseaux pour gagner les tissus provoquant ainsi des oedèmes. C’est le cas chez les

enfants atteints par la maladie de kwashiorkor affectant principalement les régions pauvres

d’Afrique où les enfants sont victimes de malnutrition (Waterlow, 1984;Williams, 1958).
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b) « Le transporteur »

La deuxième grande fonction de l’albumine est liée à ses capacités de transport et de fixation

de petites molécules de tout type (Waldmann, 1977; Wood, 1986). Cette forte aptitude qui

permet de comparer cette protéine à une « éponge », s’explique essentiellement par la

flexibilité de sa structure qui s’adapte volontiers aux différents ligands. L’albumine interagit

avec un large spectre de composés dont la liste est détaillée dans le tableau 2. La protéine

transporte notamment des molécules endogènes telles que les acides gras (AG), des ions

métalliques (Ca2+, Cu2+…), des hormones thyroïdiennes (Thyroxine ou T4) et stéroïdes, mais

également des acides aminés tels que le tryptophane et la cystéine (Figure 17).

Tableau 2 : l’albumine : le « routier » de l’organisme

Elle assure également le retour des sels biliaires particulièrement hydrophobes entre

l’intestin grêle et le foie. C’est ainsi le cas de la bilirubine formée dans la rate et acheminée

vers le foie par le biais de l’albumine. Les principales routes de transport des différents

Hormones / Stéroides Acide gras libre

Cortisol Acides biliaires

Progestérone Hématine

Testostérone Bilirubine

Aldostérone Drogues

L-Thyroxine Wafarine

Vitamine D Digitoxine

Ions Diazepan

Cuivre (II)

Ibuprofene

Zinc(II)

Indomethacin

Calcium

Acides aminés

Magnésium L-Tryptophane

Chlorure L-Cystéine

Composés Composés
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métabolites par l’albumine sont également décrites (Figure 17). Cette protéine véhicule

également des substances exogènes, en particulier des médicaments par l’intermédiaire de 4

sites de fixation sur lesquels les différents ligands peuvent se concurrencer en modifiant

l’accessibilité de ces sites par changement conformationnel de la structure tertiaire de la

protéine.

Figure 17 : Les voies de transport des métabolites par l’albumine (Peters, 1978)

De façon générale, l’albumine sert tout d’abord, à transporter ces différents composés

peu ou pas hydrosolubles, ensuite à les protéger d’un catabolisme excessif et ainsi constituer

des formes de réserves circulantes, inactives tant que les substances sont liées, mais

immédiatement utilisables dès que détachées de l’albumine (Lefèvre, 1996).
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c) Le protecteur

Par ses capacités de fixation et de transport, l’albumine se présente comme un

« neutralisateur » de substances toxiques. De nombreuses toxines exogènes sont séquestrées

par la protéine et rendues inoffensives pour l’organisme. C’est le cas du benzène qui forme un

thioéther, le S-phénylcystéine, avec le seul résidu cystéine réduit (Cys34) (Bechtold, 1992).

Mais également l’aflatoxin G1, un carcinogène largement répandu qui est directement pris en

charge par la protéine pour être détruit au niveau du foie (Ewaskiewicz, 1991). De manière

similaire, l’albumine prend en charge la bilirubine, produit de dégradation de l’hémoglobine,

qui sous forme libre peut devenir fortement toxique. Mais la protéine assure son transport

jusqu’au foie où elle va être conjuguée à l’acide glucoronique et ainsi être inoffensive. Enfin,

de nombreuses drogues à visées thérapeutiques sont séquestrées par l’albumine afin de

contrôler à la fois leur libération et leur concentration et faire ainsi office de réservoir pour

une action durable.

d) Les propriétés antioxydantes

Parmi les propriétés bénéfiques de l’albumine, il nous est apparu important de nous

focaliser sur les capacités antioxydantes de la protéine dans la mesure où ce sont ces

propriétés particulières qui sont mis en exergue dans le cadre de la pathologie diabétique.

L’albumine représente l’antioxydant majoritaire du plasma, un compartiment du corps

fortement sollicité par le stress oxydatif. La plupart de ses propriétés antioxydantes est

attribuée à sa capacité de fixation de nombreux ligands, par l’adaptabilité de sa structure. De

plus le seul groupement thiol libre au niveau du résidu Cys34 de l’albumine (Peters, 1985),

lui confère des capacités supplémentaires de fixation (Kashiba-Iwatsuki, 1997) et la

possibilité de piéger des radicaux libres (Gutteridge, 1986).

i) Fixation de ligands

Parmi les ligands de type cationique, les métaux de transition tels que le cuivre (Cu2+)

et le fer (Fe2+) méritent une attention particulière dans la mesure où ils participent à la

formation de radicaux peroxydes qui ont des effets délétères dans l’organisme. En effet les

ions (Cu2+) et (Fe2+) peuvent réagir avec le peroxyde d’hydrogène (H2O2) selon la réaction de



56

Fenton qui en présence de composés organiques (R-H) génère des ROS selon les réactions

suivantes :

Même si les ions (Fe2+) sont à une concentration physiologique plus importante, les

ions (Cu2+) réagissent plus rapidement (60 fois) avec H2O2 pour former des radicaux

hydroxyle (OH) (Halliwell, 1990).

Fixés à l’albumine, ces ions métalliques sont moins susceptibles de participer à la

réaction de Fenton et ainsi générer des radicaux oxygénés. En effet, la protéine est capable de

neutraliser les radicaux hydroxyles (OH) produits par cette réaction (Halliwell, 1988). Le

radical OH est une espèce très réactive, de courte demi vie et avec un faible rayon d’action,

mais capable d’oxyder les protéines, l’ADN ainsi que les lipides.

Dans le plasma, ces métaux sont également fixés par d’autres protéines comme la

transferrine, la lactoferrine pour le fer et la céruplasmine pour le cuivre et le fer. Mais une

grande partie de ces métaux est liée à l’albumine, notamment dans le cas de la maladie du

métabolisme du fer comme l’hémochromatose ou la thalassémie conduisant à une surcharge

en fer (Walter, 2006).

Certaines albumines comme la SAH et la SAB contiennent un site spécifique de forte

affinité pour le Cu (II) endogène (Laussac, 1984; Sadler, 1994), ainsi que pour le Nickel

Ni (II) (Figure 18). Les 4 premiers acides aminés de la partie N-terminale de la protéine, Asp-

Ala-His-Lys (DAHK) forment ce site de liaison (Figure 18). De nombreux travaux ont

d’ailleurs mis en avant l’importance de ce site (DAHK) dans la prévention de la formation de

radicaux hydroxyles induite par le cuivre (Bar-Or, 2001a; Bar-Or, 2001b; Gum, 2004). En

effet, parmi ces études, Bar-Or a montré que des polypeptides ayant la partie N-terminale

analogue à la SAH (DAHK), ont également la capacité de séquestrer le Cu (II) et d’empêcher

ainsi la formation de ROS ou bien la coupure oxydante de l’ADN double brin.

Il faut noter que certaines études ont montré le rôle chélateur de métal des résidus

méthionine. En effet, le blocage de ces résidus par du N-ethylmaleimide (NEM) ou par de la

Fe2+ + H2O2 Fe(OH)2+ + OH

R-H + OH H2O + R

O2 + R ROO
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chloramine T induisent une diminution des propriétés protectrices de l’albumine et de sa

capacité de fixation des ions cuivre (Bourdon, 2005). Pour d’autres albumines (porc, chien,

poulet…), la substitution, dans le site DAHK, de l’histidine His3 par une tyrosine empêche la

fixation de ces métaux sur ce site terminal (Appleton, 1971; Predki, 1992).

Un second site de fixation du Cu (II) a été caractérisé dans la forme bovine et humaine

de l’albumine, et a été localisé dans la région de contact entre les domaines I et II de la

protéine (Sadler, 1996). Ce second site n’est pas spécifique au Cu (II) puisque de nombreux

métaux comme Ni (II), Zn (II) ou Cd (II) peuvent s’y lier avec des affinités comparables (Bal,

1998).

Figure 18 : Principaux sites de l’albumine impliqués dans son activité antioxydante

(Roche, 2008)

(DAHK)
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D’autres aspects de l’activité antioxydante de l’albumine proviennent de la capacité de

la protéine à fixer de nombreuses molécules dont des antioxydants. Cela concerne notamment

la bilirubine, connue pour ses propriétés toxiques, et qui n’en est pas moins un puissant

antioxydant qui combat les radicaux libres susceptibles d'infliger des dommages majeurs aux

cellules (Sedlak, 2004). Ce pigment rouge est lié à la protéine au niveau du résidu Lys240

(Figure 18) (Jacobsen, 1978) et protège à la fois contre l’altération de l’-tocopherol induit

par les radicaux peroxydes et contre la peroxydation lipidique des LDL (Neuzil, 1994).

Concernant la peroxydation lipidique, celle-ci peut être initiée par un système comprenant des

radicaux superoxydes en présence de fer chélaté. L’albumine bovine inhibe cette

peroxydation au niveau des membranes des liposomes phosphatidycholine en empêchant

l’interaction entre le fer chélaté avec la membrane (Fukuzawa, 2005).

Parmi les lipides, les acides gras polyinsaturés (AGPI) constituent une importante

partie des composés biologiques oxydables du plasma. Ces AGPI sont des graisses

protectrices contre les maladies cardio-vasculaires qui favorisent la baisse du taux de

cholestérol porté par les lipoprotéines de basse densité (LDL). L’albumine possède trois

principaux sites de forte affinité pour ces acides gras au niveau des résidus Lys351, Lys475 et

Arg117 dans les poches hydrophobes (Figure 18) (Peters, 1996). Il apparaît que les AGPI

liés à l’albumine peuvent être protégés de la peroxydation lipidique par la proximité

d’antioxydants (bilirubine) également fixés à la protéine (Quinlan, 2005).

La protéine plasmatique a également la capacité de se lier à l’homocystéine, un acide

aminé soufré résultant du catabolisme de la méthionine. Un niveau important d’homocystéine

dans le plasma sanguin contribue à un stress oxydatif au niveau des tissus avec la formation

de ROS fortement impliqués dans le développement de l’athérosclérose. Le piégeage de

l’homocystéine par l’albumine permet d’atténuer ces phénomènes délétères (Papatheodorou,

2007).

ii) Cys34, piégeur de radicaux libres

Chez un adulte normal, environ 70-80 % du résidu Cys34 de l’albumine est à l’état

réduit (S-H), le reste est sous forme de liaison disulfure (S-S) avec plusieurs composés soufrés

comme la cystéine, l’homocystéine et le glutathion (Oettl, 2007). Le groupement –SH de

l’albumine représente un site de protection antioxydant, contre les radicaux libres hydroxyles
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OH (Gutteridge, 1986) et contre des agents oxydants et nitrants puissants comme le

peroxynitrite NO3
- et l’oxyde nitrique NO (Pacher, 2007). En effet l’oxydation du résidu

Cys34 (RSH) par le radical hydroxyle ou par le peroxynitrite entraîne la formation d’acide

sulfénique (RSOH) qui représente le principal intermédiaire dans la modulation du statut

redox (Carballal, 2003; Turell, 2008). Ce dernier est notamment impliqué dans la formation

de disulfide (RSSR), attestant du rôle régulateur du résidu Cys34 de l’albumine humaine dans

le compartiment extracellulaire (Carballal, 2007). D’autre part, de nombreux travaux ont pu

montrer que la présence d’un seul groupement thiol permet la protection totale de l’albumine

contre les radicaux peroxyles (ROO) et empêche la formation d’hydroperoxyde au niveau de

la protéine (Platt, 2003).

iii) L’albumine, « l’éponge » à oxydants

L’albumine humaine possède six résidus méthionine (Figure 18), particulièrement

sensibles à l’oxydation et entraînant la formation de méthionine sulfoxide en présence d’une

grande variété d’oxydants (Berlett, 1997). Il a été observé que l’oxydation préférentielle des

résidus méthionine (Met) chez des enzymes, comme la glutamine synthétase, n’affecte en rien

leur fonction biologique. A partir de ces résultats, Levine et al proposent que les résidus Met

des systèmes biologiques, soumis à des cycles de réduction et d’oxydation, peuvent servir de

système de neutralisation des ROS (Levine, 1999; Levine, 2000). Au niveau de l’albumine,

les résidus Met peuvent servir « d’éponge » à oxydants et protégent ainsi la protéine de

modifications plus importantes.

L’acide hypochloreux (HOCl) est un puissant oxydant qui peut inactiver plusieurs

cibles biologiques et préférentiellement l’-antiprotease qui régule l’activité élastase

pancréatique. L’albumine peut piéger l’acide hypochloreux et ainsi empêcher complètement

l’inactivation de l’-antiprotease (Halliwell, 1988).

A travers des études in vivo et in vitro, la protéine plasmatique aurait également

d’autres potentialités comme la capacité de se lier à des cellules et induire un changement

phénotypique (Trigatti, 1995). L’albumine joue ainsi un rôle important dans la captation

cellulaire des acides gras à longue chaîne (Stremmel, 2001; Trigatti, 1995), mais inhibe

également la différentiation adipocytaire sans en affecter la prolifération (Schlesinger, 2006).
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De plus, elle contribue au niveau de ces modèles cellulaires in vitro (3T3-L1, préadipocyte) à

la production de cytokines proinflammatoires mais également in vivo au niveau des cellules

rénales (Tang, 2003).

3. Altération des propriétés antioxydantes

a) Au niveau fonctionnel

Toutes les propriétés bénéfiques de l’albumine sont étroitement liées à la structure de

la molécule, que cela soit au niveau de la régulation de la pression oncotique, le transport de

molécules endogènes ou exogènes et surtout ses capacités antioxydantes. Cependant ces

altérations et la modification de ses propriétés biologiques qui en découlent peuvent être

considérées comme « biologiquement insignifiantes » à cause de l’importante quantité de

cette protéine dans le plasma. De plus, les protéines altérées sont rapidement dégradées par les

systèmes protéolytiques et aussitôt remplacées (Davies, 1986). D’ailleurs, dans le cas de

l’albumine humaine (SAH) du plasma sanguin, les gammes de concentrations en fructosamine

et AGE sont respectivement de 6-15 % et 1-7% (Day, 1979). Pourtant, de nombreux travaux

ont mis en avant que le statut antioxydant de l’albumine altérée est associé à des conditions

pathologiques particulières. En effet, du fait de sa longue durée de vie (> 20 jours) et par ses

nombreux passages dans le système circulatoire (15 000), la protéine peut subir des

dommages importants qui peuvent affecter notamment ses propriétés antioxydantes (Peters,

1985).

De nombreuses études in vitro et in vivo ont en effet montré que les phénomènes de

glycoxydation affectent de façon significative les propriétés antioxydantes de l’albumine.

Dans les études in vivo effectuées sur la sérum albumine, il a été montré que la capacité de

fixation du fer par la protéine est fortement diminuée dans le cas de patients diabétiques (Van

Campenhout, 2006). De même, une diminution sensible des groupements thiol libres a été

observée en comparaison avec l’albumine de personnes saines (Faure, 2008b) avec des

modifications proches de celles observées sur des modèles d’albumine modifiés in vitro à

partir de méthylglyoxal (Faure, 2005). Par contre, l’altération de la capacité de piégeage des

ions cuivre par l’albumine glycoxydée a été mise en évidence uniquement in vitro (Bourdon,

1999). De plus, cette albumine glycoxydée augmente l’oxydation des LDL induite par les ions
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cuivre due à la formation probable d’ions superoxides (O2
-) (Sakata, 2002). D’une manière

générale, les phénomènes de glycation avancée affectent les capacités de fixation et de

piégeage de l’albumine, que cela concerne des ions métalliques et des radicaux libres, mais

également le tryptophane, principal acide aminé essentiel (Barzegar, 2007). Enfin, la fixation

de molécules, autre que la glycosylation, au niveau de la protéine peut également affecter le

statut redox de l’albumine. En effet, des acides gras liés à la protéine contribuent non

seulement à l’oxydation de l’unique cystéine (Cys34), mais aussi à la conversion du complexe

Cu-albumine du statut antioxydant au statut prooxydant (Gryzunov, 2003).

b) Au niveau structural

L’altération de ces propriétés antioxydantes par la glycoxydation s’explique

principalement par les phénomènes d’oxydation et les modifications structurales induites par

la glycosylation non enzymatique suivi des réarrangements. Ces modifications multiples, se

traduisent notamment par une diminution de la fluorescence du tryptophane due à une

modification conformationnelle de la protéine et d’un changement d’exposition des résidus

(Bourdon, 1999). Elles entrainent également une augmentation du brunissement et du taux

d’oxydation des protéines (Stolzing, 2006) qui affecte également le taux de cystéine libre

(Faure, 2005). De même, ces modifications s’accompagnent par une augmentation de la

masse moléculaire de la protéine en étroite corrélation avec le degré de glycosylation

(Schmitt, 2005).

Parallèlement, ces modifications structurales s’accompagnent de la fixation d’une ou

plusieurs unités glucose ou dérivés sur certains résidus azotés de la protéine. De nombreuses

études, effectuées in vivo chez des patients diabétiques mais également in vitro, ont déterminé

les différents sites de l’albumine humaine (SAH) susceptibles d’être modifiés par la

glycosylation non enzymatique. Environ 28 sites ont été répertoriés (Figure 19), parmi

lesquels se trouve 18 résidus lysine et 8 résidus arginine. Dans la plupart des travaux, le résidu

lysine en position 525 (Lys525) apparaît comme le principal site de glycation avec environ

33% de la glycosylation totale s’effectuant au niveau de ce site (Garlick, 1983). Une

diminution importante de l’affinité de certaines macromolécules, comme la bilirubine ou les

acides gras à longue chaîne, pour l’albumine glyquée a été observée, suggérant le rôle clé de

la Lys525 dans la capacité de fixation de ligands par l’albumine (Shaklai, 1984). D’autres
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sites lysine ont également été clairement identifiés, mais d’une importance moindre comme

Lys199, Lys439 et Lys233 (Iberg, 1986; Kisugi, 2007; Lapolla, 2004;Wa, 2007).

La position de ces sites peut s’expliquer par la nature des acides aminés environnants

qui influence la glycosylation non enzymatique en catalysant les réactions de réarrangement

d’Amadori (Baynes, 1984; Mori, 1986). En effet il est établi que la catalyse acido-basique

facilite ces réarrangements et les résidus chargés positivement comme His ou Lys contribuent

fortement à cette catalyse. Par exemple, parmi les principaux sites de glycosylation, Lys525

est adjacent à une lysine, de même Lys439 est situé à côté d’une histidine, enfin Lys534 se

trouve au niveau d’une séquence Lys-His-Lys. D’autres sites comme Lys199 ou Lys281 sont

quant à eux à côté de ponts disulfure, ce qui les rapproche de résidus chargés positivement

plus éloignés dans la séquence (Iberg, 1986).

Figure 19 : Les différents sites lysine impliqués dans la glycation

Enfin, il apparaît que la partie N-terminal est également un site potentiel de glycation à

cause de la présence du groupe voisin (DAHK) qui est capable de participer aux
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réarrangements d’Amadori. Cette hypothèse est d’ailleurs renforcée par le fait que les

complexes Cu (II)-albumine présent in vivo ne subissent pas de glycosylation (Robb, 1989).

Dans les études in vitro, il apparaît également que le taux d’albumine glyquée (GA)

est étroitement lié au nombre de sites de glycation de la protéine plasmatique (Kisugi, 2007).

En effet, dans le cas sévère d’un diabétique non contrôlé (taux albumine glyquée = 94,1 %),

ont été identifiés pas moins de 10 sites de glycosylation, tandis qu’après un traitement d’un

mois à l’insuline, ce taux d’albumine glyquée chute (19,9 %) et seulement 3 sites de glycation

sont mis en évidence.

Non seulement il a été possible de déterminer quels résidus sont altérés par la

glycosylation, mais aussi quels types de modification et d’AGE se sont formés au niveau de

ces résidus (Wa, 2007). Par exemple, de nombreux résidus lysine (Lys12, Lys51, Lys199,

Lys205, Lys439 et Lys538) sont le siège de la formation de fructose-lysine, tandis que la

modification des résidus Lys159 et Lys286 implique respectivement la formation du pyrraline

et du CML. Enfin, le résidu Lys378 est modifié en CEL.

Même si ils sont moins nombreux dans la séquence peptidique de l’albumine,

quelques résidus arginine sont aussi concernés par la glycosylation non enzymatique, parmi

lesquels Arg410 est le siège d’une importante modification en hydroimidazolone (Ahmed,

2005b). D’ailleurs, contrairement au glucose, la glycation par le méthylglyoxal est dirigée

principalement vers les sites arginine et plus particulièrement au niveau de Arg410, avec

formation d’hydroimidazolone (Figure 20). Le résidu Arg410 est localisé dans l’un des

principaux sites de fixation des drogues (« drug-binding site II »), comme le Kétoprofène, un

anti-inflammatoire non stéroïdien (Petitpas, 2001). Ce site est également associé à l’activité

de l’enzyme estérase (Watanabe, 2000) plus précisément au niveau de la Tyr411 (Dirks,

1951). La glycoxydation de l’albumine par le méthylglyoxal inhibe la capacité de fixation du

Kétoprofène ainsi que l’activité estérase (Ahmed, 2005a).

D’autres sites arginine mineurs sont impliqués dans la glycation comme les résidus

Arg160, Arg472 et Arg428 (Ahmed, 2005b;Wa, 2007).
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Figure 20 : Les différents sites arginine impliqués dans la glycation

La modification des propriétés intrinsèques de l’albumine, telles que sa structure, ses

nombreuses fonctions bénéfiques et son métabolisme, est à mettre sur le compte des

nombreux résidus lysine et arginine impliqués dans la protéine. En effet ils constituent autant

de résidus chargés positivement qui sont bloqués et donc de ce fait affectés par la glycation

(Nakajou, 2003).

L’altération des propriétés antioxydantes peut également s’expliquer par des

changements conformationnels. En effet, dans les changements physiologiques que cela soit

au niveau du pH, de la température ou de la présence d’ions métalliques peuvent induire des

changements conformationnels (Murayama, 2004; Okuno, 2006; Qing, 1996). Par ces

modifications de la structure 3D, certains sites ou résidus, contribuant au pouvoir antioxydant

de l’albumine, peuvent devenir moins fonctionnels.
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Le syndrome métabolique, maladie qui représente la première cause de mortalité dans

les pays occidentaux, et les maladies neurodégénératives ont des origines multifactorielles. En

particulier, les altérations de types oxydatifs et conformationnels jouent un rôle indéniable

dans ces pathologies.

Comme il a été détaillé dans la partie bibliographique, il est maintenant clairement

établi du rôle prépondérant joué par les espèces réactives de l’oxygène dans les processus

délétères de vieillissement cellulaire. Plusieurs études mettent en évidence une augmentation

des marqueurs du stress oxydant chez le sujet âgé, accompagné d’une baisse de ses défenses

antioxydantes. Les ROS participent aux désordres métaboliques, dans lesquels l’oxydation

des protéines est principalement responsable des maladies cardiovasculaires, de la baisse des

fonctions immunitaires et des dysfonctionnements cérébraux. Par ailleurs, les processus de

glycation et de glycoxydation que l’on rencontre principalement dans les pathologies

associées aux diabètes, sont stimulés en partie par les ROS mais contribuent également

largement au développement du stress oxydant. Ces deux phénomènes sont étroitement liés et

s’auto entretiennent selon un processus sans fin menant à l’aggravation des complications

métaboliques.

Parallèlement à ces modifications oxydatives, peuvent intervenir des changements dits

conformationnels engendrant à la fois des pertes de fonctionnalités pour les protéines

incriminées mais également la formation et l’accumulation d’agrégats insolubles à différents

niveaux de l’organisme.

Enfin, nous avons également mentionné le lien étroit qu’il peut exister entre la

structure et la conformation native de la protéine sur sa fonction et leur rôle final dans les

processus métaboliques. En effet, la moindre altération au niveau de la structure primaire de

la protéine peut la rendre inactive. Aussi, une modification au niveau de sa structure

secondaire peut induire une modification du repliement naturel de sa structure

tridimensionnelle et engendrer une perte de fonctionnalité.

Par rapport à cette dualité structure/fonction, j’ai choisi de focaliser mon travail sur

l’étude d’une protéine particulière qui présente deux caractéristiques essentielles : l’albumine
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- Cette protéine possède de nombreuses propriétés bénéfiques et particulièrement ses

capacités antioxydantes qui peuvent avoir une grande importance dans le cas d’un stress

oxydant accru.

- Par ailleurs, en tant que protéine circulante la plus abondante, elle est non seulement,

continuellement exposée à toute altération se manifestant au sein de l’organisme. Ensuite,

elle côtoie de nombreux tissus cellulaires qui peuvent être affectées par ses modifications

altératives, et en retour peuvent affecter ses propriétés intrinsèques.

En conséquence, l’objectif de mon travail de thèse est d’étudier la relation structure/fonction

de l’albumine dans différents cas physiologiques ou non physiologiques.

Dans un premier temps, dans le cadre d’une étude structurale de l’albumine bovine in

vitro, je déterminerai les modifications structurales de la protéine traitée dans des conditions

non physiologiques (changement de température) ou/et des conditions pathologiques mimant

un état d’hyperglycémie (glycoxydation). Non seulement nous analyserons l’impact de ces

changements structuraux sur les propriétés intrinsèques de la protéine, particulièrement ses

capacités antioxydantes, mais également nous évaluerons l’effet de la glycoxydation sur la

susceptibilité de la protéine au changement conformationnel en conditions non

physiologiques.

Les produits avancés de glycation ont été, avant tout, mis en évidence dans le cas de la

pathologie diabétique. Or, dans plus de 9 cas sur 10, il s’agit du diabète non-

insulinodépendant (DNID ou diabète de type 2), rencontré chez des adultes ayant dépassé la

cinquantaine, souvent sédentaire et en surpoids. De plus, la gravité du diabète de type 2

provient de ses complications d’ordre cardio-vasculaires. Nous avons mis en évidence les

défauts de reconnaissance des protéines plasmatiques glycoxydées et de leur internalisation

par la cellule. De plus il a été montré l’existence de nombreux récepteurs spécifiques des

AGEs au niveau de nombreux tissus. C’est le cas notamment du récepteur « scavenger »

CD36, jouant un rôle actif au niveau du tissu adipeux (Horiuchi, 2003). En conséquence, j’ai

trouvé pertinent d’identifier les effets physiopathologiques des AGEs sur des cultures

primaires d’adipocytes humains. Parmi ces effets, il était important de notamment déterminer

et de mettre en évidence les protéines cellulaires les plus exposées à l’effet combiné de la

glycation et de l’oxydation au niveau de ces cellules adipeuses.
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La littérature rapporte de nombreuses données sur l’effet de la glycoxydation dans la

physiopathologie cellulaire en utilisant des AGEs générés in vitro cherchant à simuler les

conditions d’hyperglycémie du diabète. La plupart de ces études ont utilisé la sérum albumine

bovine glycoxydée comme modèle in vitro. Il m’est apparu important de comparer deux

modèles d’AGEs obtenus à partir de la glycoxydation des sérums albumines bovine et

humaine. Dans cette troisième partie, je comparerai les différences de modification structurale

entre les modèles bovin et humain d’albumine glycoxydée avec les répercutions engendrées

sur leurs statuts redox et antioxydants. Ensuite, j’analyserai la réponse physiologique de ces

deux modèles d’AGEs sur un modèle de lignée humaine de monocytes.

Enfin, j’ai choisi d’étendre mon travail à l’étude in vivo sur les influences des

phénomènes oxydatifs sur les propriétés de l’albumine dans le cadre de la pathologie

diabétique. En effet, les travaux réalisés précédemment concernent l’effet in vitro des

phénomènes de glycoxydation de l’albumine sur sa structure, son statut antioxydant et son

impact sur la physiopathologie de différents modèles cellulaires. Dans cette dernière partie,

j’essayerai de déterminer si les modifications observées au niveau des modèles in vitro se

retrouvent au niveau de l’albumine plasmatique de patients diabétiques en me focalisant plus

particulièrement sur le statut antioxydant et l’état redox de la protéine plasmatique. Cette

étude devrait permettre d’apporter une réponse sur la pertinence des modèles in vitro d’AGEs

utilisés dans de nombreuses études précédentes, mais également de donner des éléments de

compréhension de l’impact des phénomènes de glycoxydation dans le développement des

complications chroniques liées au diabète.

Les résultats obtenus au cours de ce travail de thèse, devraient démontrer l’importance

de la structure native dans les propriétés fonctionnelles de la protéine circulante la plus

abondante.

De plus, l’étude de l’effet du stress glycoxydant sur la physiologie adipocytaire

pourrait nous aider à mieux comprendre le lien étroit entre le stress oxydant, l’obésité et les

syndromes métaboliques qui en découlent.
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PARTIE I

Etude structurale de l’albumine sérique bovine
modifiée in vitro dans des conditions non physiologique

et pathologique : incidence sur ses propriétés
antioxydantes



76

1. Introduction

Comme nous l’avons détaillé précédemment, les modifications post-traductionnelles

exercent un rôle déterminant dans la fonctionnalité de la protéine. Par ailleurs, les conditions

environnementales auxquelles sont soumises les protéines ont une action déterminante. Parmi

ces conditions, nous pouvons considérer les facteurs physiologiques (pH, force ionique, la

concentration, la température ou bien la présence d’un co-soluté) (Aymard, 1996; Fink,

1998), mais également pathologiques (stress oxydant, hyperglycémie…). Parmi les

nombreuses protéines, l’albumine apparaît comme une protéine particulièrement intéressante

à étudier, dans la mesure où elle possède des propriétés intrinsèques bénéfiques et qu’elle est

continuellement soumise à toutes sortes d’altérations. Enfin, nous avons également mentionné

les liens étroits entre la structure native de cette protéine circulante, que cela soit au niveau de

la séquence peptidique, la structure secondaire ou la structure tridimensionnelle avec les

propriétés bénéfiques qui lui sont conférées.

Concernant les modifications conformationnelles de cette protéine, même si les

nombreux ponts disulfures assurent une certaine rigidité à la structure tridimensionnelle, ils

n’empêchent pas les modifications conformationnelles sur l’effet d’un changement du pH ou

de la température (Carter, 1994; Foster, 1977). Ainsi, sous l’action d’un traitement

thermique, l’albumine peut subir des changements de conformation associés à un dépliement

partiel de la structure 3D provoquant le processus d’agrégation (Militello, 2004; Militello,

2003; Vetri, 2005) et, au dessus d’un seuil critique de concentration de la protéine, le

processus de gélation (Bryant, 1998; Mulvihill, 1987; San Biagio, 1999). De même, avec

une diminution sensible de pH, la conformation de la protéine subit une transition vers une

forme déployée dans laquelle ses propriétés de fixation et d’interaction avec d’autres

molécules s’en trouvent affectées (Lee, 2005).

Dans cette étude, j’ai, suivi, dans un premier temps, l’évolution dans le temps du

processus d’agrégation de l’albumine bovine soumise à une condition non physiologique

(traitement thermique) en utilisant différentes approches pour évaluer les modifications

structurales : méthodes spectroscopiques d’une part (infrarouge, UV-visible et fluorescence),

méthode électrophorétique d’autre part (PAGE) et enfin une technique granulométrique

(diffusion dynamique de la lumière). Parallèlement, j’ai tenté de déterminer si ces
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modifications pouvaient être mises en relation avec des changements de la capacité

antioxydante de la protéine.

De plus, en tant que protéine plasmatique la plus abondante et de longue demi-vie,

l’albumine est sensible aux modifications résultantes de pathologies particulières

(hyperglycémie, stress oxydant…) et sa structure native s’en trouve affectée (Bourdon,

1999 ; Van Campenhout, 2006). Parmi ces modifications pathologiques, le phénomène de

glycoxydation représente l’une des altérations les plus rencontrées. C’est pourquoi, dans un

deuxième temps, nous nous intéresserons à l’influence de la glycation de la protéine

plasmatique sur sa faculté à changer de conformation et à former des agrégats sous l’effet

d’un traitement thermique. En utilisant les mêmes approches que précédemment, on

s’intéressera également à la répercussion de la glycoxydation combinée à la dénaturation

thermique sur le statut antioxydant de la protéine. La plupart des résultats, relatifs à cette

étude, sont présentés dans la publication d’Archives of Biochemistry and Biophysics.

Dans une deuxième étape, nous nous sommes focalisés sur une approche plus

structurale de l’effet combiné de la glycoxydation et de l’agrégation en faisant appel à des

techniques de spectroscopie et de biophysique afin de mieux comprendre un mécanisme qui

est encore loin d’être élucidé. Ces expériences complémentaires qui viennent étayer les

premières conclusions d’ABB sont présentées sous forme d’un article soumis à FEBS Journal.

L’intérêt scientifique de cette étude d’agrégation de l’albumine trouvera sans doute un

meilleur écho dans le domaine de la biotechnologie alimentaire. En effet, de nombreux

procédés de transformation des aliments reposent sur les traitements thermiques. De plus la

réaction de Maillard, correspondant à la glycosylation non-enzymatique des protéines, est l’un

des processus chimiques les plus rencontrés dans ce domaine alimentaire. Enfin, l’albumine

constitue une protéine présente dans notre l’alimentation, notamment dans le petit lait.

Cependant, l’étude de modifications structurales liées simultanément aux phénomènes

d’agrégation et de glycation peut contribuer également à une meilleure compréhension du

comportement physiologique de l’albumine.
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2. Résultats

Acticle 1: Assessment of temperature effects on beta-aggregation of native and

glycated albumin by FTIR spectroscopy and PAGE: relations between structural

changes and antioxidant properties. Arch Biochem Biophys. 2007 Apr 1 ;

460(1) :141-50. Rondeau P, Armenta S, Caillens H, Chesne S, Bourdon E.
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Cette première étude nous a permis de mettre en évidence d’une part que le processus

d’agrégation pouvait affecter les propriétés antioxydantes de l’albumine bovine, que cela soit

au niveau de sa capacité de piégeage des radicaux libres ou de sa capacité de fixation des

métaux. Ensuite, il semblerait que les phénomènes de glycation puissent altérer la capacité de

la protéine à former des agrégats. Cette observation, étant obtenue qualitativement par le biais

des gels PAGE de protéines, nécessite d’être confirmée par le biais d’autres techniques. D’où

l’intérêt de cette étude complémentaire, utilisant principalement des outils de spectroscopie

(absorption, fluorescence et infra rouge), et qui a pu être menée à bien grâce à une

collaboration étroite avec le Département des Sciences Physiques et Astronomiques (DSFA)

de l’université de Palerme, Italie. Cette étude se focalise principalement sur les modifications

structurales de la protéine liées à l’agrégation et à la glycation.

Acticle 2: Thermal aggregation of glycated bovine serum albumins. Soumis à FEBS Journal

Rondeau P, Navarra G, Cacciabaudo F, Leone M, Bourdon E, Militello V.
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Résultats complémentaires:

Etude spectroscopique de l’agrégation de l’albumine bovine native

La deuxième étude a également donné lieu à des résultats non présentés dans l’article

précedant, concernant le suivi de l’évolution structurale de l’agrégation de la SAB native par

spectroscopie en fluorescence du tryptophane et de l’ANSA. Les figures 21a et 21b, décrivent

la diminution de l’emission de fluorescence relative au tryptophane avec le processus

d’agrégation (B) caractérisé par l’augmentation de la fluorescence du pic de dispersion (A).

Figure 21: Caractérisation spectroscopique de l’agrégation de la SAB native

(a) Suivi cinétique des spectres d’émission de fluorescence de la SAB native à 58°C, entre

250-450 nm avec une excitation à 270 nm. (b) Cinétique de l’intensité de fluorescence du

tryptophane mesurée à 337 nm () et du pic élastique de dispersion (“elastic scattering
peaks”) mesurée à 270 nm () pour SAB à 58°C. (c) Cinétique de l’intensité de fluorescence
ANSA de SAB à 58°C mesurée à 440 nm avec une excitation à 355 nm.

21a 21b

21c

(A)

(B)
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La figure 21c, met en évidence le quenching de fluorescence de l’ANSA attestant une

diminution de l’hydrophobicité de la protéine suite au changement conformationel lors du

processus d’agrégation de l’albumine.

3. Discussion

Si l’intérêt biologique de l’étude des effets combinés de l’agrégation et de la glycation

sur la structure et les propriétés physiologiques de l’albumine trouve toute sa place dans le

domaine des biotechnologies alimentaires, il est également de grande importance dans le

domaine médical. En effet, de nombreuses études récentes ont mis en avant la formation

d’agrégats pendant le processus de glycation in vitro (Sattarahmady, 2007; Wei, 2009). Ces

agrégats protéiques de type fibre amyloïde sont toxiques au niveau des cellules neuronales

(Sanghera, 2008) et sont d’ailleurs reconnus pour être impliqués dans les neurodégénérations

(Dukic-Stefanovic, 2001).

A partir de nos deux études, nous avons maintenant une vision plus globale des

modifications structurales engendrées par les deux processus que sont la glycation et

l’agrégation, ainsi que leur impact sur les propriétés antioxydantes de l’albumine bovine. Les

deux processus entraînent un dépliement partiel de la structure tridimensionnelle de la

protéine, dont l’amplitude est fonction du degré d’agrégation ou de glycation. Par contre, les

modifications conformationnelles au niveau des poches hydrophobes ne sont pas similaires

comme l’attestent les mesures contrastées de la fluorescence de l’ANSA. En effet, le

processus d’agrégation s’accompagne d’une ouverture des poches hydrophobes, tandis que

dans celui de la glycation, ces mêmes poches se referment. Dans le cas de l’agrégation,

l’ouverture de ces poches rend accessible certains résidus hydrophobes, qui peuvent ainsi

participer à des interactions intermoléculaires.

Par ailleurs, si les phénomènes d’agrégation s’accompagnent d’un changement

conformationnel au niveau de la structure secondaire en faveur des structures en feuillets , le

processus de glycation ne semble pas induire de modifications notables à ce niveau de

structure.

Les changements conformationnels spécifiques à la glycation de l’albumine peuvent

être l’une des raisons de sa faible susceptibilité à l’agrégation lors d’un traitement thermique.
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L’autre raison peut provenir de l’état redox de la cystéine 34, qui dans un processus de

glycation, peut être à la fois glycosylée (Zeng, 2005) et oxydée comme le montre les résultats

obtenus selon la méthode d’Ellmann. Il est clairement établi que la seule cystéine libre joue

son rôle dans l’édification des agrégats.

Parallèlement aux changements conformationnels, les deux processus induisent des

effets contrastés au niveau des propriétés antioxydantes de la protéine sérique. En effet, il a

été établi que sous l’action d’un traitement thermique, l’agrégation s’accompagne d’une chute

du rôle protecteur de la protéine contre les radicaux libres. Alors que la glycosylation de cette

même protéine avec des teneurs croissantes en glucose a tendance à accroître sa capacité de

« piéger » ces radicaux libres. Ces effets antagonistes peuvent sans doute être attribués aux

différences constatées au niveau des changements conformationnels, entre les deux processus.

4. Conclusions et perspectives

A travers ces deux études, nous nous rendons compte de toute la complexité de la

structure de l’albumine lorsque celle-ci n’est plus à l’état natif. Même si nous avons progressé

dans la compréhension des modifications induites, au niveau structural et fonctionnel, lorsque

celle-ci est soumise à des conditions non-physiologiques ou pathologiques, de nombreux

aspects restent à explorer :

Notre étude précédente a notamment montré que la capacité de fixation du Cu (II) par

la protéine sérique est diminuée avec la formation progressive des agrégats, alors qu’il a été

montré que lors du processus de glycation de l’albumine bovine cette capacité est accentuée

(Rondeau, 2008). Par ailleurs, la présence de Cu (II) au niveau de pré-agrégats d’albumine

induit la formation à froid d’un gel résultant d’interactions protéiques par le biais du Cu (II)

(Navarra, 2009). Etant donné que la capacité de fixation du cuivre est renforcée dans le cas

de la glycation, il serait intéressant de déterminer si l’albumine modifiée aurait la capacité de

former des gels à froid en présence de Cu (II).

Enfin, une autre approche est envisagée pour comprendre les modifications

structurales et les incidences au niveau physiologique : l’étude des interactions entre un ligand

et l’albumine à l’aide de la résonance magnétique nucléaire (RMN). Ici, le ligand serait du



110

Détémir, un analogue de l’insuline basale, qui a la particularité de se fixer fortement à

l’albumine (98-99%) (Havelund, 2004). La méthode utilisée, appelée FAXS (fluorine

chemical shift anisotropy and exchange for screening) implique le radiomarquage du Détémir

avec la fluorine 19F et le suivi par RMN de son interaction avec l’albumine (Dalvit, 2003).

Cette approche aurait l’avantage de comparer l’affinité de l’albumine native pour un

analogue de l’insuline avec celle de l’albumine modifiée par glycation.
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PARTIE II

Effets cellulaires de l’albumine sérique bovine
modifiée in vitro par glycation sur le tissu adipeux

humain



114

1. Introduction

L’hyperglycémie, l’une des principales causes des complications diabétiques, est à

l’origine de la formation de la plupart des produits avancés de glycation. En effet, de

nombreux AGEs ont été caractérisés et identifiés in vivo chez des patients diabétiques. Parmi

les AGEs, formés in vivo, reconnus dans les complications du diabète figurent le

méthylglyoxal et les résidus N-carboxymethyllysine (CML) (Uribarri, 2003; Vlassara,

1996).

En pratique, on distingue deux types de diabète :

- le diabète insulinodépendant (diabète de type 1) marqué par une carence absolue en

insuline causée par une déficience des cellules  du pancréas.

- le diabète non insulinodépendant (diabète de type 2), dont la pathogénie est plus

complexe, caractérisé notamment par une résistance de la réponse insulinique dans la

régulation du taux de glucose sanguin.

Le diabète de type 2 représente 90% de tous les types de diabète et touchait 157 millions

de personnes dans le monde en 2000. De nombreuses études ont montré le rôle de l’obésité et

de l’accumulation de masse grasse abdominale dans les causes du diabète de type 2 (Favier,

2005; Rocchini, 2002). En effet, le risque de développer un diabète de type 2, ou diabète gras,

est étroitement lié aux indices de masse corporelle (IMC) et de tour de taille, indices associés

à la masse grasse et principaux indicateurs de surpoids et d’obésité (Balkau, 2007). Par

ailleurs, l’augmentation de la prévalence pour le diabète de type 2 s’explique principalement

par une prévalence alarmante de l’obésité et du surpoids qui a été en augmentation de 50%

entre 1997 et 2006 (Charles, 2008).

L’obésité se caractérise par une accumulation de tissus adipeux au niveau abdominal

(Despres, 2008; Xu, 2003), associée à une inflammation chronique à l’origine du

développement de maladies cardiovasculaires et du diabète de type 2. Ainsi, le tissu adipeux

et les cellules qui le composent jouent un rôle important dans l’obésité et les pathologies qui

lui sont associées comme le diabète gras.
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Le tissu adipeux, tissu hétérogène comprenant différents types de cellules dont les adipocytes,

est avant tout connu pour son rôle essentiel de stockage de l’énergie. Plus récemment son rôle

endocrinien a été mis en évidence à cause de sa contribution à l’insulino-résistance et à

l’inflammation (Ailhaud, 2000; Trayhurn, 2001). Parmi les différents types cellulaires

composants le tissu adipeux, les adipocytes contribuent aux différentes fonctions qui lui sont

attribuées.

En effet, les cellules adipocytaires sont spécialisées dans le stockage de l’énergie et

dans la sécrétion de molécules signales (Fischer-Posovszky, 2007). Leur rôle de stockage se

traduit d’une part, par la mise en réserve de l’énergie excédentaire (acide gras et glucose) lors

de la prise alimentaire (la lipogenèse) et d’autre part, par une libération des acides gras lors

d’un besoin énergétique de la part des organes périphériques (lipolyse) (Langin, 2006).

L’adipocyte contribue ainsi à l’homéostasie lipidique. Par ailleurs, l’adipocyte est le siège de

la sécrétion de nombreux facteurs protéiques qui lui sont soit spécifiques comme les

adipokines (leptine, adiponectine et resistine), soit identiques à ceux d’autres tissus comme les

cytokines (Tumor Necrosis Factor- (TNF-), interleukine…) facteurs de l’inflammation

(Fruhbeck, 2004; Scherer, 2006; Trayhurn, 2006). Les fonctions associées à ces différentes

protéines, dont l’inflammation et l’insulinosensibilité, supposent l’implication de la cellule

adipocytaire dans le développement des complications métaboliques liées à l’obésité comme

le diabète de type 2.

En parallèle à ces fonctions sécrétrices, l’adipocyte est la cible de signaux pouvant

réguler de nombreux processus comme notamment ceux de l’appétit, l’insulinosensibilité ou

le stress oxydatif (Ailhaud, 2000; Scherer, 2006). De nombreux récepteurs membranaires, à

l’origine de ces processus, ont été mis en évidence au niveau des cellules adipocytaires. Par

exemple, certains récepteurs (CB1 et CB2) du système des endocannabinoides, impliqués

dans le contrôle de la prise alimentaire et initialement décrits au niveau du cerveau, ont

également été identifiés au niveau des cellules adipocytaires (Roche, 2006). Il a été montré,

par ailleurs, la présence du récepteur de la famille RAGE dit « scavenger » nommé CD36 au

niveau adipocytaire (Horiuchi, 2003; Kuniyasu, 2003). Ce récepteur CD 36, découvert tout

d’abord comme liant les LDL oxydées au niveau des macrophages, est à l’origine de la

formation de la plaque d’athérome. Au niveau adipocytaire, ce récepteur interagit avec les

LDL oxydés (Kuniyasu, 2002) et est également capable de fixer les produits avancés de

glycation.
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Jusqu’à présent, les études des interactions entre AGEs et cellules concernaient

principalement les cellules sanguines. La liaison des AGEs au récepteur RAGE de ces cellules

conduit à la formation de radicaux libres, à la sécrétion de messagers extracellulaires

(cytokines, facteurs de croissance) pouvant être le point de départ d’une réaction

inflammatoire (Cohen, 2003b; Uchida, 2004). Le récepteur CD36, liant les AGEs étant mis

en évidence à la surface des adipocytes, j’ai choisi d’étudier les effets physiopathologiques

des AGEs sur le modèle adipocytaire. En effet, la réponse biologique des cellules adipeuses à

un stress glycoxydant, mimant un état hyperglycémique, a été très peu étudiée jusqu’à

présent.

Dans la première étude in vitro, j’ai soumis des adipocytes matures humains à

différents modèles d’AGEs, préparés in vitro à partir de la sérum albumine bovine et de

glucose dans des conditions physiologiques et pathologiques. Après une première partie

consacrée à la caractérisation des modifications structurales de la protéine, les effets de

l’albumine modifiée par glycation sont analysés au niveau de culture primaire d’adipocytes

humains. Au niveau des effets physiopathologiques des AGEs sur ce modèle cellulaire, j’ai

notamment suivi la cytotoxicité et le stress oxydatif induit par mes modèles in vitro d’AGEs.

Ce premier travail ayant notamment montré une augmentation du taux de protéines

oxydées intracellulaires au niveau des adipocytes matures incubés avec de l’albumine

modifiée dans des conditions suprapathologiques, il est apparu intéressant de compléter cette

étude.

Ainsi, dans la continuité de la première étude, nous nous sommes focalisés sur l’effet

oxydatif de l’albumine glyquée sur les adipocytes humains. Dans cette deuxième étude, nous

avons tout d’abord isolé et identifié les protéines cellulaires adipocytaires particulièrement

sensibles à l’effet oxydatif des AGEs en utilisant l’électrophorèse bidimensionnelle suivie

d’une identification des spots d’intérêt par la spectrométrie de masse. En parallèle, nous avons

suivi l’activité protéolytique du protéasome au niveau des adipocytes soumis à ce stress

glycoxydant. En effet, les protéines oxydées sont la plupart du temps dégradées par le

protéasome (Friguet, 2006). Concernant, l’étude du rôle du complexe protéolytique dans la

dégradation de protéines oxydées, nous avons utilisé une lignée cellulaire de liposarcome

humain (SW872) comme modèle adipocytaire.
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2. Résultats

Acticle 3: Effects of oxidative modifications induced by the glycation of

bovine serum albumin on its structure and on cultured adipose cells. Biochimie

2006 Oct; 88(10):1467-77. Chesne S, Rondeau P, Armenta S, Bourdon E.
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Acticle 4: Identification of preferential protein targets for carbonylation in

human mature adipocytes treated with native or glycated albumin. Free Radic.

Res. 2007 Oct; 41(10):1078-88. Singh NR, Rondeau P, Hoareau L, Bourdon E.
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3. Discussion

Ces travaux ont permis de mettre en évidence des modifications de type oxydatif au

niveau des cellules adipeuses matures lorsqu’elles sont mises en présence d’AGEs préparés in

vitro à partir d’albumine bovine commerciale. Cette réponse oxydative se traduit non

seulement, par une accumulation de protéines intracellulaires carbonylées mais également par

une augmentation du taux d’isoprostane, un des produits de peroxydation lipidique, libéré

dans le milieu. Nous montrons ainsi que les protéines des adipocytes matures sont sujettes à

des modifications de type oxydatif sous l’action d’un stress glycoxydant initié par les AGEs.

Ce résultat conforte l’idée d’une implication essentielle de l’adipocyte dans la progression des

désordres métaboliques associée à l’obésité et le diabète gras.

Dans le deuxième travail, nous avons pu identifier huit protéines qui se retrouvent

oxydées dans les adipocytes matures. Parmi ces protéines, deux apparaissent fortement

carbonylées dans les adipocytes matures traitées avec de l’albumine glyquée : ACTB et

annexine A2. Ces deux protéines ubiquitaires du cytosquelette sont généralement fortement

représentées dans la cellule, ce qui peut expliquer la détermination préférentielle de ces deux

protéines particulièrement sensibles à l’oxydation. Si l’annexine A2 peut être impliquée dans

les phénomènes d’exocytose et d’endocytose (Kassam, 1998), elle peut également interagir

avec l’ACTB (ou -actine) dans la régulation de la dynamique du cytosquelette (Hayes,

2006). L’annexin A2 joue donc un rôle essentiel dans la plasticité de la membrane associée

au cytosquelette d’actine. L’oxydation accrue de l’une de ces deux protéines, voire des deux,

peut sans doute contribuer à altérer cette interaction essentielle ; ce qui reste à démontrer.

Enfin, nous avons mis en évidence que les dommages oxydatifs des protéines adipocytaires

s’accompagnaient d’une détérioration des activités protéolytiques du protéasome.

SW872 un bon modèle adipocytaire ?

L’une des principales critiques qui ont été rapportées par les reviewers concernant la

deuxième étude, est l’utilisation appropriée des lignées cellulaires SW872 comme modèle

d’adipocytes humains dans l’étude de l’activité du protéasome, ainsi que dans la mesure de

fluorescence du DCF. Bien que dans la littérature, elle soit décrite comme des adipocytes

matures, ce modèle de liposarcome accumule toutefois de moindres quantités de lipides

comparées à la capacité de stockage de l’adipocyte humain primaire (Izem, 2001). Par ailleurs

cette cellule exprime faiblement de nombreux facteurs de transcription impliqués dans
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l’adipogénèse comme PPAR- (peroxisome proliferation-activated receptor ) et C/EBP-
(CCAAT-enhancer-binding proteins) (Carmel, 2009; Wassef, 2004). Certaines adipokines

comme la leptine et l’adiponectine sont également exprimées au niveau de ces cellules

(Carmel, 2009; Tarnus, 2009). Sa capacité de prolifération est supérieure à celle des

adipocytes primaires et sa morphologie diffère de celle acquise par les adipocytes matures lors

de la différentiation. Par contre, cette lignée présente l’avantage d’être d’origine humaine et

ne requiert pas de cocktails spécifiques pour les différentier en adipocyte mature (Roche,

2009). Enfin, comme mentionné dans un autre travail (cf. Annexe 2, (Roche, 2009)), ce

modèle cellulaire se comporte de façon similaire aux adipocytes matures lorsqu’elles sont

soumises à un stress glycoxydatif.

L’intérêt de l’utilisation de cette lignée cellulaire permet de se soustraire des

problèmes de variabilité au niveau du contrôle que l’on aurait de façon irrémédiable dans le

cas de cellules primaires provenant de différents patients dont on ne contrôle pas tous les

paramètres.

A ce titre, la lignée cellulaire humaine de liposarcome (SW872) représente donc un

bon modèle pour notre étude du stress glycoxydant et l’inflammation de la cellule adipeuse

chez l’homme.

Présence du récepteur CD36 au niveau des SW872 ?

Nos travaux ont mis en évidence une réponse de type oxydatif des cellules SW872

lorsqu’elles sont soumises à un stress glycoxydant. Cette réponse aux AGEs suggère qu’elle

soit, peut être, attribuée à la présence d’un récepteur RAGE à la surface des SW872, tel que le

récepteur « scavenger » CD 36 présent au niveau des adipocytes humains.

L’expression du récepteur CD36 n’ayant jamais été étudiée au niveau des SW872, il nous est

apparu important de déterminer sa présence au niveau de ces cellules par immunocytochimie.

Protocole :

Les cellules SW872 (20 000 cellules/cm2) en suspension dans du milieu DMEM/SVF 10%

sont déposées sur des lamelles et mises en culture pendant 24 heures. Après lavage des

cellules avec du PBS, les cellules adhérentes sont « fixées » avec une solution de
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formaldéhyde (0,4 %). Sur un lot de lamelles, on réalise un double marquage en les incubant

d’une part, avec un anticorps anti- CD36 couplé au FITC et d’autre part avec le fluorochrome

DAPI (4',6' Di Amidino-2-Phényl Indole) afin de marquer les noyaux. Les cellules contrôles

sont uniquement marquées avec le DAPI. Les cellules sont ensuite examinées avec un

microscope à fluorescence (TE2000-U, Nikon).

Résultat et conclusion :

La figure 22 nous montre tout d’abord le marquage en bleu DAPI du noyau des cellules pour

les deux lots de lamelles. Ensuite, la fluorescence du FITC (couleur verte) observée pour le lot

immunomarqué avec un anticorps anti CD36, atteste la présence de ce récepteur à la surface

des cellules SW872.Le DAPI s'in

Figure 22 : Expression du récepteur CD36 sur les cellules SW872 par

immunocytochimie
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Est-ce que ce sont de bons modèles d’AGEs ?

Plusieurs questions se posent concernant la préparation in vitro des modèles d’AGEs. En

effet, les concentrations de glucose utilisées ne correspondent pas toutes à des conditions

physiologiques ou pathologiques. Si la concentration physiologique en glucose d’un individu

normal est autour de 5 mM et celle d’un état hyperglycémique non contrôlé autour de 25 mM,

la concentration de 100 mM ne correspond à aucune réalité pathologique. Cependant, nous

avons choisi de traiter les adipocytes matures avec de l’albumine modifiée par cette forte

concentration de glucose, afin d’augmenter le rendement de protéines glycoxydées et ainsi

d’induire une forte oxydation des protéines adipocytaires et de mieux les identifier. Par

ailleurs, l’étude structurale des différentes albumines modifiées a mis en évidence un fort taux

de carbonylation de l’albumine bovine native commerciale. Comme le montre le dosage des

thiols, ainsi que le Western-Blot carbonyl, dans la première étude, l’albumine native est déjà

fortement oxydée. Toutes ces données sont à prendre en compte lorsque l’on souhaite

comparer l’effet physiologique d’une albumine mimant les conditions pathologiques d’un état

hyperglycémique (25 mM) à celle mimant des conditions physiologiques normales (5 mM).

Enfin, dans le cadre d’une étude physiopathologique d’un modèle cellulaire d’origine

humaine, ne serait-il pas plus judicieux d’utiliser la forme humaine de l’albumine (SAH)

plutôt que celle d’origine bovine (SAB) ?

4. Conclusions et perspectives

L’obésité est l’une des conséquences majeures du mode de vie adopté par l’homme

moderne, qui se traduit entre autre par une suralimentation riche en gras et en sucre, mais

également par une augmentation de la sédentarité. Toutes ces causes sont également la source

de phénomènes délétères au niveau des tissus comme la glycation et le stress oxydant. Les

dommages engendrés participent non seulement au vieillissement cellulaire mais sont

également à l’origine des complications métaboliques comme le diabète. Ainsi l’obésité, à

l’origine du diabète insulino-résistant, contribue à la formation d’AGEs pouvant agir au

niveau de différents tissus. Les effets oxydatifs des AGEs peuvent contribuer à des dommages

fonctionnels au niveau des cellules insulino-sécrétrices du pancréas provoquant ainsi une

insulinopenie progressive et inéluctable. Le tissu adipeux peut également être la cible de ces

AGEs avec pour conséquence une glycoxydation accrue de plusieurs protéines constitutives

ainsi que la dégradation du système protéolytique.
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Cependant il reste à déterminer comment les rôles principaux de l’adipocyte, à savoir ses

fonctions de stockage et endocriniennes sont affectées par les AGEs. Enfin, il serait

intéressant de se focaliser sur l’implication des récepteurs RAGE, et notamment du récepteur

« scavenger » CD36 dans les altérations oxydatives de l’adipocyte.
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PARTIE III

Etude comparée de deux modèles in vitro de produits
avancés de glycation issus des formes humaine et
bovine de l’albumine sérique: structure et fonction
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1. Introduction

Etant donné leur caractère délétère tant au niveau cellulaire et tissulaire, ainsi que leurs

contributions aux différentes pathologies, les produits avancés de glycation ont donné lieu à

de très nombreuses études dans la littérature scientifique. En effet, les AGEs présentent un

fort intérêt aussi bien dans la recherche biomédicale que dans le domaine de l’agroalimentaire

où on parle plutôt de produits de Maillard. Dans le domaine de la Biologie et de la santé, les

produits avancés de glycation et le phénomène de glycation sont étudiés aussi bien sur le plan

des modifications structurales induites sur les protéines que sur le plan de l’incidence

physiologique in vitro ou in vivo. Toutefois, on peut remarquer que la plupart des études

structurales ou biologiques réalisées à partir de modèles in vitro d’AGEs, ne respectent pas

nécessairement les conditions qui peuvent être rencontrées in vivo dans certaines pathologies

comme dans le cas d’un diabète.

En effet, dans de nombreux travaux, les modèles d’AGEs sont obtenus à partir

d’albumine incubée avec des concentrations en glucose ne correspondant à aucune réalité

physiopathologique (jusqu’à 1M au lieu de 25 mM dans le cas d’une hyperglycémie mal

contrôlée) (Lo, 1994; Stolzing, 2006), pendant une durée pas toujours adaptée avec la période

de demi vie de la protéine (jusqu’à 10 semaines au lieu de 3 semaines dans le cas de

l’albumine). L’utilisation de ces conditions expérimentales particulières est justifiée par

l’objectif d’obtenir une réponse suffisamment significative au niveau de cellules traitées par

des AGEs. Par ailleurs, le modèle in vitro d’AGE préparé à partir d’albumine bovine (SAB)

est souvent privilégié sur celui obtenu à partir de la forme humaine (SAH), en particulier dans

le cadre d’études in vitro d’effets physiologiques au niveau des modèles cellulaires humains.

Dans l’étude suivante, j’ai souhaité évaluer la réponse biologique de modèles d’AGEs

sur une lignée cellulaire en essayant de me rapprocher le plus possible des conditions

physiopathologiques d’un état hyperglycémique. Ce qui n’était pas le cas dans la précédente

étude sur l’effet des AGEs sur le modèle adipocytaire. Dans un premier temps, j’ai établi une

comparaison au niveau des modifications structurales de modèles in vitro d’AGEs dérivant

d’albumine bovine et humaine avec celui d’une albumine humaine provenant d’un patient

diabétique. Dans un second temps, j’ai suivi l’effet différentiel de ces deux modèles d’AGEs

au niveau cellulaire.
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Pour mener à bien ce deuxième aspect de l’étude, j’ai utilisé une lignée cellulaire de

monocyte (THP1), dérivée de cellules de leucémie monocytique aiguë, qui représente un

modèle adapté pour l’étude des effets biologiques des protéines glycoxydées. En effet, le

choix des monocytes se justifie non seulement par leur présence au niveau circulatoire, mais

aussi par leur capacité de se différentier en macrophages responsables de la phagocytose de

particules étrangères ou dégradés. Les monocytes jouent un rôle central dans les processus

inflammatoires, immunitaires mais aussi dans l’athérothrombose (Nguyen, 1999).

Au niveau de la réponse biologique des monocytes humains, je me suis notamment

focalisé sur la génération de ROS et l’expression du récepteur RAGE. Ce récepteur a été mis

en évidence à la surface des cellules monocytaires et l’interaction spécifique des AGEs avec

ce récepteur provoque une cascade de signaux intracellulaires à l’origine, entre autre, de la

formation des ROS (Neeper, 1992).
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2. Résultats

Acticle 5: Oxidative stresses induced by glycoxidized human or bovine serum

albumin on human monocytes. Free Radic Biol Med. 2008 Sept; 45 (6), 799-812.

Rondeau P, Singh NR, Caillens, H, Talet F, Bourdon E.
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3. Discussion

Dans la première partie de ce travail, consacrée à l’étude de l’impact de la glycation

sur la structure et les propriétés biologiques des protéines sériques, nous constatons des

modifications structurales bien distinctes en fonction de l’origine de l’albumine. En effet la

glycoxydation de la forme bovine se traduit par un état d’oxydation beaucoup plus marqué

par rapport à celle engendrée sur la forme humaine. Par ailleurs, l’impact sur les propriétés

biologiques diffère également entre les deux formes d’albumine. Comme le montre le test

d’hémolyse des globules rouges, la glycation affecte de façon significative les propriétés

antioxydantes de la SAH, tandis qu’elle les accentue chez la SAB. L’une des hypothèses que

l’on pourrait avancer pour expliquer cette différence, est la meilleure affinité de la forme

humaine de l’albumine dans un système biologique utilisant des cellules humaines

(érythrocytes).

Par ailleurs nous avons cherché à évaluer les modifications produites par des glycations

modérées des deux albumines en utilisant la spectrométrie de masse (MS) selon deux

approches différentes :

 En déterminant et en comparant la masse molaire moyenne des différentes albumines

natives et modifiées, nous avons pu estimer le nombre d’unités glucose ou méthylglyoxal qui

a pu se fixer sur la protéine sérique. Ainsi, nous constatons que la masse molaire augmente de

façon beaucoup plus significative sur l’albumine bovine modifiée (entre + 63 et 1189 Da)

que sur l’albumine humaine (entre + 182 et 255 Da).

 En effectuant au préalable de l’analyse MS, une digestion trypsique des albumines natives

et glyquées, nous avons cherché à identifier les régions de la protéine impliquées dans la

glycation.

En utilisant cette seconde approche, il n’a pas été possible de déterminer les sites

spécifiques de glycation de la SAB et de la SAH à partir des profils trypsiques des albumines

modifiées obtenus par MALDI-TOF MS. En effet, dans le cas d’une protéine glyquée au

niveau d’un résidu arginine (K) (Figure 23), on peut s’attendre à deux profils de digestion

différents :

- (cas 1) Si la digestion par la trypsine est effective au niveau du site arginine glycosylé, on

s’attend à une augmentation de la masse de l’espèce ionique B par rapport au profil de

l’albumine native qui s’explique par l’adduction d’une unité glucose sur le résidu arginine.



170

- (cas 2) La digestion par la trypsine peut se révéler inefficace au niveau d’un résidu arginine

préalablement modifié. Dans ce cas on obtientra deux fragments au lieu de trois (B‘’ et A).

Figure 23 : Plusieurs profils MS de digestion possibles pour la protéine glyquée

L’éventualité d’une efficacité partielle de digestion par la trypsine au niveau des sites

lysine ou arginine impliqués dans la glycation rend difficile l’interprétation des profils de

digestion et la détermination des sites de glycation de la protéine.

Par contre, la comparaison des profils de digestion a permis de mettre en évidence de fortes

similitudes entre ceux de SAH modifiés et celui d’un patient diabétique, confirmant que notre

modèle in vitro se rapprochait du modèle d’AGEs in vivo.

La réponse physiologique des THP1 aux AGEs via le récepteur CD36

La deuxième partie de l’étude met en avant le rôle de l’albumine glycoxydée sur la

physiologie des cellules monocytaires humaines. Le traitement modéré des monocytes par les

différents AGEs (10 µM) entraine une réponse de type oxydatif sous forme d’une
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augmentation du taux de protéines carbonylées et de la formation accrue de ROS. Cette

réponse est médiée par un ou plusieurs récepteurs spécifiques tels que le RAGE. En effet, en

interagissant avec ce type de récepteur situé à la surface des monocytes, les AGEs peuvent

induire une réponse inflammatoire par le biais de différents gènes comme MCP-1 (monocyte

chemoattractant protein-1), INFIP10 (Interferon -inducible protein-10) et Cox-2

(Cyclooxygenase-2) (Figarola, 2007). Dans notre travail, la présence du récepteur RAGE est

confirmée par Western Blot avec une expression plus prononcée lorsque les cellules ont été

traitées par les deux albumines incubées en présence de méthylglyoxal.

Par ailleurs, le récepteur « scavenger » CD36, pouvant également fixer les AGEs, est

présent à la surface des monocytes/macrophages. Ce récepteur est impliqué dans la

transformation des macrophages en cellules spumeuses à la base de la formation des plaques

d’athérome à l’origine de l’athérosclérose (Han, 2002). Le récepteur CD36 est également

impliqué dans la phagocytose des corps apoptotiques (Fadok, 1998). Dans le cadre de cette

étude, il m’est apparu important d’étudier l’implication du récepteur CD36 dans la réponse

oxydative des THP1 soumises à un stress glycoxydant. Pour cela, j’ai suivi l’évolution de son

expression en utilisant la cytomètrie de flux à fluorescence.

Protocole

Après des traitements modérés (10, 20 et 40 µM) des cellules THP1 avec différents

AGEs (BSAG0, BSAG25 et BSAMGO), dérivés de l’albumine bovine, les suspensions cellulaires

sont lavées avec du PBS en présence de 1% de sérum albumine bovine. Les cellules sont

ensuite incubées avec un anti-CD36 (1 :40) couplée à la fluorescéine isothiocyanate (FITC)

pendant 30 minutes à température ambiante. Les suspensions cellulaires lavées avant et après

incubation avec du tampon PBS en présence de 1% de sérum albumine bovine sont ensuite

analysées par le cytomètre Beckman FC500. L’expression du récepteur CD36 est déterminée

à partir de la mesure de fluorescence obtenue par FACS avec une excitation au laser argon à

488 nm et une émission à 530 nm (FL1). L’intensité de l’immunomarquage d’un antigène

donné est évaluée par le ratio des moyennes arithmétiques de fluorescence entre une condition

de traitement et le contrôle (milieu + PBS).
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Résultat et conclusion :

Dans cette étude en cytomètre de flux nous avons déterminé l’expression du CD36 à la

surface des cellules THP1 en fonction de la nature du traitement (BSAG0, BSAG25 ou

BSAMGO) et selon la concentration de la stimulation (10, 20 ou 40 µM) (Figure 24). Comme

pour le récepteur RAGE en Western Blot, une augmentation significative de l’expression du

récepteur CD36 par les monocytes est observée en présence de BSAMGO. Toutefois, ce niveau

d’expression ne semble pas être corrélé à la dose du traitement en AGEs.

Figure 24 : Expression du récepteur CD36 à la surface des THP1 par FACS

La significativité des résultats est évaluée par une analyse de variance ANOVA (suivi par un test de Tukey).
*
Effet de la BSA sur l’expression du CD36 (en comparaison avec le contrôle PBS): ***P<0.001, **P<0.01,

*P<0.05.
#
Effet de la glycation sur l’expression du CD36 (en comparaison avec BSAG0):

###
P<0.001,

##
P<0.01,

#
P<0.05.

Si les deux principaux récepteurs aux AGEs, que sont CD36 et RAGE, sont stimulés au

niveau monocytaire, il a été montré que les AGEs stimulent également l’expression d’autres

récepteurs moins spécifiques comme le CD44 ou le CD68 de monocytes humains

(Kishikawa, 2006). Le CD68 est un autre récepteur de la famille des MSRs (macrophage
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scavenger receptors), tandis que le CD44, fortement exprimé au cours de la réaction

inflammatoire, est le principal récepteur de l’acide hyaluronique.

La réponse physiologique des THP1 et les systèmes de défense

L’un des résultats obtenus dans ce travail concerne l’activité du protéasome lorsque les

cellules THP1 subissent un stress glycoxydant. Dans l’étude menée précédemment (Partie

II), nous avons mis en évidence une altération de ce système protéolytique au sein des

cellules adipocytaires soumises à une stimulation excessive (+ 50 µM) d’AGEs. Ici, la

stimulation modérée des THP1 par des AGEs dérivés de l’albumine bovine favorise l’activité

du protéasome (particulièrement son activité de type chymotrypsine), tandis que les AGEs

issus de l’albumine humaine provoquent plutôt une altération de cette activité (principalement

l’activité de type caspase). On retrouve, d’ailleurs cette réponse contrastée au niveau de

l’expression de LMP2, l’une des sous-unités protéiques constituant le protéasome.

Parallèlement aux systèmes protéolytiques participant à la dégradation des protéines, il existe

des systèmes de défense contre la formation d’espèces issues de l’oxydation, tels que les ROS

ou les radicaux. Ce système de défenses primaires comprend différentes enzymes telles que la

superoxyde dismutase (SOD). Au vu des résultats contrastés de l’activité du protéasome

obtenus entre les deux formes d’albumine, j’ai effectué une comparaison de l’expression du

gène de la Mn-SOD au niveau des THP1 soumis à de l’albumine (bovine et humaine) native

ou modifiée par du méthylglyoxal. Toutefois, il serait intéressant de déterminer si les résultats

présentés ci-dessous peuvent être associée avec une modification de l’activité enzymatique de

la Mn-SOD.

Protocole

Le protocole de l’expression du gène de la Mn-SOD est décrit dans une autre étude

placée en Annexe 2 (Roche, 2009). Les cellules THP1 sont traitées 16h avec 10 µM

l’albumine (bovine et humaine) native ou modifiée par le méthylglyoxal. Ensuite les ARN

totaux sont extraits et dosés. La PCR en temps réel est réalisée sur les ADN codants

correspondants à partir du système ABI PRISM utilisant la méthode « Sybrgreen ». La

quantité d’ARN du gène d’intérêt (Mn-SOD) et du gène de référence (18S) est déterminée à

partir de courbes standards relatives à ces deux gènes. Afin de prendre en compte la

variabilité de la concentration en ARN de chaque échantillon, les valeurs obtenues pour le
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gène d’intérêt sont normalisées par rapport aux valeurs obtenues pour le gène de référence.

Les cellules traitées avec du PMA (phorbol 12-myristate 13-actetate) constituent le contrôle

positif.

Résultat et conclusion :

Comme dans le cas de l’activité du protéasome et de l’expression du LMP2, nous constatons

un résultat opposé entre les modèles d’AGEs humains et bovins (Figure 24).

Figure 25 : Expression ARN du gène de la Mn-SOD

La significativité des résultats est évaluée par une analyse de variance ANOVA (suivi par un test de Tukey).
*
Effet de la BSA ou HSA sur l’expression de la Mn-SOD (en comparaison avec le contrôle PBS): ***P<0.001.

#
Effet de la glycation (MGO) sur l’expression de la Mn-SOD (en comparaison avec BSAG0 ou HSAG0):

##
P<0.01,

#
P<0.05.

En effet, la glycoxydation de l’albumine bovine se traduit par une augmentation de

l’expression de la Mn-SOD (BSAMGO vs. BSAG0) tandis que celle de l’albumine humaine

induit plutôt une diminution de l’expression (HSAMGO vs. HSAG0). De plus l’expression

basale de la Mn-SOD, en présence d’albumine native, est beaucoup plus importante dans le

cas de la forme humaine que celle de la bovine. Dans le cas de la glycoxydation de l’albumine

bovine, la diminution de l’expression de la Mn-SOD peut s’expliquer par le rôle joué par le

facteur nucléaire de transcription NFB. En effet, l’expression de NFB, facteur fortement

impliqué dans la stimulation de l’expression de ce gène, peut être fortement stimulée par un
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stress oxydant induit par des AGEs (Bubici, 2004). Les niveaux d’expression de la Mn-SOD

obtenus entre les formes natives et glycoxydées de l’albumine humaine sont en contradiction

avec ceux obtenus pour la forme bovine mais sont en accord avec les résultats obtenus pour

l’activité protéolytique du protéasome.

Le stress glycoxydant généré par les AGEs au niveau des monocytes, induit

l’oxydation de nombreuses protéines intracellulaires ainsi que la formation accrue de ROS.

Ces altérations au niveau de la cellule peuvent être contrecarrées par deux types de

machinerie cellulaire : les systèmes de défense enzymatiques primaires tels que la Mn-SOD,

qui s’attachent à diminuer la production de radicaux libres et ainsi limiter la génération de

ROS, mais également les systèmes protéolytiques qui assurent la dégradation des protéines

altérées. Dans le cas de la stimulation des THP1 par des modèles in vitro d’AGEs d’origine

bovine, les systèmes de défense et de dégradation de la cellule semblent jouer leur rôle pour

assurer son intégrité et sa survie. Par contre, le traitement des monocytes par de l’albumine

humaine glycoxydée induit un stress oxydant plus important avec pour conséquence une

altération protéique beaucoup plus prononcée. On peut supposer que parmi les protéines

cellulaires affectées se trouvent celles impliquées dans les systèmes de défense primaire et

dans les activités protéolytiques. Il a d’ailleurs été montré, dans le cas du vieillissement, que

l’accumulation de protéines endommagées par oxydation et glycation contribuent, entre autre,

à la baisse d’efficacité du système protéosomal (Bulteau, 2000; Petropoulos, 2000).

4. Conclusions et perspectives

Ce dernier travail montre bien l’importance que requiert le choix du modèle d’AGEs

utilisé pour les études physiopathologiques sur cellules in vitro. Nous avons pu mettre ici en

évidence le contraste dans les réponses biologiques d’une lignée cellulaire humaine en

fonction de l’origine de l’albumine. Par ailleurs, en utilisant des modèles in vitro mimant les

conditions physiopathologiques d’une hyperglycémie, la réponse biologique au niveau

cellulaire n’est pas assez marquée et justifie, dans de nombreuses études, le choix de modèles

d’AGEs utilisant des conditions suprapathologiques (jusqu’à 1 M de glucose mis en présence

d’albumine).

Dans la continuité des études portant sur la réponse biologique des monocytes et des

adipocytes humains soumis à un stress glycoxydant, il serait pertinent d’étudier l’implication

des principaux récepteurs aux AGEs (RAGE et CD36) dans la réponse inflammatoire
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(cytokines, TNF) et oxydative (ROS) de ces deux modèles cellulaires. Dans cette étude

mécanistique, il serait aussi particulièrement intéressant de suivre l’activité du facteur de

transcription NFB induite par les AGEs par le biais des récepteurs RAGE et CD36.
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PARTIE IV

Etude in vivo du statut redox et antiradicalaire de
l’albumine sérique dans le cadre de la pathologie

diabétique
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1. Introduction

Paradoxalement, le taux d’enzymes à l’activité antioxydante est moins élevé dans le

sang qu’à l’intérieur des cellules, alors que le plasma sanguin, comparativement, semble plus

exposé, à un stress oxydatif soutenu. Le déficit en défenses antioxydantes du plasma est alors

comblé par sa protéine la plus abondante, l’albumine, longtemps considérée uniquement

comme une simple protéine de transport. En effet de nombreux modèles d’oxydation in vitro

ont mis en avant les propriétés antioxydantes inhérentes à cette protéine plasmatique. Ses

propriétés bénéfiques intrinsèques sont notamment attribuées à la présence d’un seul résidu

cystéine libre (Cys34) cible potentiel des oxydants, une structure tridimensionnelle permettant

l’exposition de certains résidus (Met, …) jouant le rôle d’éponge à oxydant et conférant à la

protéine des capacités de fixation de métaux (Halliwell, 1988; Roche, 2008).

De nombreuses études, parmi lesquelles celles que nous avons menées précédemment,

ont mis en évidence l’impact de l’altération in vitro de l’albumine sur ses propriétés

fonctionnelles. D’une part, l’agrégation induite à la sérum albumine bovine dans des

conditions non physiologiques (traitement thermique), entraine une diminution drastique de

ses capacités à piéger des radicaux libres et à fixer le cuivre (Rondeau, 2007). D’autre part, la

glycation in vitro de l’albumine humaine ou bovine, par des concentrations modérées en

glucose, affecte ses propriétés antiradicalaires et modifie l’état redox de la protéine

(Rondeau, 2008). De plus elle induit un stress glycoxydant au niveau cellulaire (Chesne,

2006 ; Singh, 2007). D’autres modèles in vitro, qui ont mis en évidence la faible contribution

des antioxydants (catalase, SOD, glutathion peroxydase…) dans l’activité antioxydante du

plasma (Blake, 1981; Halliwell, 1986), suggèrent ainsi le rôle clé joué par l’albumine comme

antioxydant de substitution dans le plasma (Musante, 2006). Mais qu’en est-il in vivo ?

Comment se comporte cette protéine majeure du système circulatoire dans le cas de

pathologies caractérisées par l’occurrence d’un stress oxydant accru ?

Dans cette partie et en prolongement des études in vitro effectuées précédemment, j’ai

souhaité évaluer l’état redox, antioxydant et structural de l’albumine plasmatique dans le

cadre de la pathologie diabète.



179

Le diabète représente une pathologie qui se caractérise par une élévation chronique de

la glycémie. L’hyperglycémie associée à un déséquilibre métabolique, est due à une

déficience de l’insuline ou bien à un défaut de réponse des cellules à cette hormone. Cette

maladie s’accompagne généralement d’autres complications métaboliques telles que les

micro- et macro-angiopathies. L’hyperglycémie persistante, la formation résultante de

produits avancés de glycation et un stress oxydant accru seraient directement impliqués dans

le développement des ces complications métaboliques. De plus, les protéines plasmatiques,

dont l’albumine, seraient les plus affectées par ces processus délétères.

Dans cette étude, je me suis donc intéressé aux paramètres structuraux et fonctionnels

(pouvoir antiradicalaire) du plasma et de son albumine purifiée provenant d’un panel de

sujets. J’ai mesuré les paramètres d’oxydation et les propriétés antiradicalaires tout d’abord au

niveau des plasmas et ensuite sur la fraction d’albumine après purification. Dans un deuxième

temps, j’ai cherché à mettre en relation les modifications structurales et fonctionnelles de ces

plasmas et albumine avec les paramètres cliniques et biochimiques des patients.

2. Protocoles expérimentaux

a) Recrutement des sujets

L’étude porte sur les plasmas sanguins provenant de 54 sujets (20 hommes/ 34

femmes) recueillis auprès du service de biochimie du Centre Hospitalier de La Réunion

(CHR- Saint-Denis). Le panel est divisé en deux groupes (Tableau 3).

Ces groupes ont été définis selon le pourcentage d’hémoglobine glyquée. Parmi ces

sujets, 23 sont affectés au groupe B avec une mesure du taux d’hémoglobine glyquée

(HbA1c) supérieur à 7%. Le groupe A est constitué de 31 sujets dont le taux d’hémoglobine

glyquée est inférieur à 6,8 %. Même si nous disposons de nombreux paramètres cliniques

pour ces différents patients, nous n’avons aucune connaissance de leurs pathologies

éventuelles.
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Groupe A Groupe B

N 31 23

AGE 62,2 ± 20,2 66,6 ± 10,3

Paramètres cliniques

HbA1c (%) 5,74  0,58 8,99 ± 1,67
***

Protéine sérique (g.l
-1
) 71,6 ± 7,6 70,7 ± 17,1

Urée (mmol.l
-1
) 8,90 ± 9,21 9,33 ± 6,16

Créatinine (µmol.l
-1
) 136 ± 146 111± 44

Cholesterol (mmol.l
-1
) 4,37 ±1,20 4,20 ± 1,62

HDL (mmol.l
-1
) 1,16 ± 0,33 1,21± 0,43

LDL (mmol.l
-1
) 2,78 ± 1,08 2,33 ± 1,30

Triglyceride (mmol.l
-1
) 1,07 ± 0,46 1,11 ± 0,39

Tableau 3: Caractérisation des sujets participant à l’étude in vivo

b) Purification de l’albumine des plasmas

L’albumine humaine est purifiée à partir des plasmas par chromatographie d’affinité

sur du Bleu de Cibacron 3G couplé à l’agarose (Amersham). Le Bleu de Cibacron est un

colorant qui possède une forte affinité pour l’albumine. La chromatographie se réalise en

batch dans des tubes de 2 ml dans lesquels on conditionne 1 mL de gel Cibacron par plusieurs

lavages avec le tampon de liaison (Tris-HCl 50 mM, pH 7.4). 1 mL de plasma est déposé sur

le gel et incubé pendant une heure à faible agitation à 4°C. Le gel est ensuite incubé 6 fois

avec 1 mL de tampon de liaison. L’albumine est ensuite décrochée du gel à l’aide du tampon

d’élution (Tris-HCl 50 mM, NaCl 1,5 M, pH 7,4). Les deux premiers mL élués sont éliminés

et les 5 suivants sont conservés. La pureté des fractions de lavage et d’élution est évaluée et

comparée au plasma sur gel polyacrylamide 12% en condition native (Figure 26).
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Figure 26: Electrophorèse PAGE en condition native des fractions éluées de plasmas

c) dosage de l’albumine purifiée du plasma

Toutes les mesures de paramètres structuraux (fluorescence) et fonctionnels (thiol, KRL et

carbonyle), effectuées sur la protéine plasmatique, sont exprimés en fonction de la quantité de

cette protéine. La concentration en albumine purifiée est déterminée par l’absorbance à 278

nm en utilisant le cœfficient d’extinction molaire de l’albumine : 278nm = 33064 mol.l-1.cm-1.

d) Dosage du taux de carbonyle par ELISA (état redox)

Le taux de carbonylation des plasmas et des albumines correspondantes est déterminé à partir

d’un dosage immunoenzymatique (ELISA) direct, mis au point dans notre laboratoire, et dont

le principe repose sur la reconnaissance de la 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) fixée sur

les sites carbonylés des protéines par un anticorps anti-DNPH. Le protocole utilisée en

Western-Blot (Rondeau, 2008; Singh, 2007) a été adapté pour le dosage en ELISA

(Rondeau, 2009). Le degré d’oxydation des plasmas et des albumines est déterminé à partir

d’une gamme standard de protéines carbonylées.

e) Test KRL® ou hémolyse des globules rouges (propriétés antioxydantes)

Les propriétés antiradicalaires des plasmas et des albumines correspondantes sont évaluées à

l’aide du test in vitro KRL basé sur la comparaison des cinétiques d’hémolyses des globules

rouges, induites par les radicaux libres en fonction des conditions expérimentales. Le
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protocole est développé dans les travaux précédents (Rondeau, 2007; Rondeau, 2008). Pour

chaque plasma ou albumine purifiée, on déterminera le temps de demi-hémolyse (HT50)

normalisé par rapport au HT50 obtenu pour une hémolyse en présence de PBS.

f) Etude de fluorescence

Les mesures de fluorescence, réalisées sur la sérum albumine isolée du plasma, nous

apporterons des informations au niveau de la structure de la protéine. Plusieurs mesures de

fluorescence sur l’albumine diluée (1,2 µg/µl) sont réalisées :

-La fluorescence du tryptophane à la longueur d’onde d’excitation de 280 nm et de 340 nm

pour l’émission (Mooradian, 1996).

-La fluorescence du glycophore aux longueurs d’onde d’excitation et d’émission respectives

de 350 nm et 425 nm (Ogino, 1995).

- La fluorescence de l’acide 1-anilino-8-naphtalènesulfonique (ANSA) dont l’émission est

obtenue à 440 nm avec une longueur d’onde d’excitation à 355 nm, est utilisée comme un

marqueur fluorescent des sites hydrophobes de la protéine (Stryer, 1965).

.

g) Dosage des groupements cystéine libre (état redox)

Le dosage des groupements thiols au niveau de l’albumine permet d’évaluer le degré

d’oxydation de cette protéine. Le protocole de dosage, basé sur la méthode d’Ellman et

largement décrit dans nos précédentes études, a été adapté ici pour l’analyse de faibles

volumes réactionnels en plaque 96 puits (Chesne, 2006; Rondeau, 2007; Rondeau, 2008).

h) Statistiques

La comparaison des moyennes observées pour chaque groupe et pour chaque

paramètre étudié, a été effectuée en utilisant le test T de Student pour des series non

appariées. Les analyses multivariées des 54 échantillons et des paramètres cliniques et

expérimentaux, sont réalisées à l’aide du logiciel The Unscrumbler® Version 7.1.
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3. Résultats

a) Paramètres d’oxydation et antiradicalaire au niveau des plasmas :

Les plasmas ont été obtenus à partir d’échantillons de sang centrifugés à 2500 rpm et ont été

conservés à – 20°C en vue des expériences suivantes.

- Etat redox des plasmas

Les résultats de la comparaison du statut redox des différents plasmas, déterminé par

ELISA carbonyle, sont représentés sous deux formes dans la figure 27 : d’une part, la

moyenne du taux de carbonyle pour chaque groupe, d’autre part l’état redox de chaque plasma

en fonction du taux d’hémoglobine glyquée (HbA1c).

Une augmentation significative (+10%, p<0,001) du taux d’oxydation est observée

pour le groupe de patients dont le taux d’hémoglobine glyquée est supérieure à 7% (Figure

27b). Par ailleurs, une corrélation significative (r2 = 0.22, p<0,001) a pu être établie entre les

taux de carbonyle et de HbA1c (Figure 27a). Il est à signaler que l’augmentation du taux de

carbonyle est étroitement corrélée avec la concentration en protéines dans le plasma (r2 =

0.31, p<0,0001).

Figure 27: Taux de carbonyle (%) dans les différents plasmas

a) Corrélation entre le taux de carbonyle et d’hémoglobine glyquée (HbA1c) ; b) Taux de

carbonyle comparé entre les groupes A et B. La significativité est déterminée par le test t de

Student pour séries non appariées. ** p<0.001.

a b
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- Capacités antiradicalaires des plasmas

Les capacités antioxydantes des plasmas sont déterminées à partir du test d’hémolyse

induite par les radicaux libres. Ce test permet d’évaluer la faculté des différents plasmas à

neutraliser les radicaux libres et ainsi retarder l’hémolyse. Le temps de demi-hémolyse (HT50)

traduit cette capacité antiradicalaire.

Les résultats présentés (Figure 28b), mettent en évidence l’importance des propriétés

antioxydantes des plasmas appartenant aux deux groupes avec une augmentation du HT50

autour de 200% (p<0,0001) par rapport à l’hémolyse en absence de plasma (PBS). Par contre,

aucune différence significative du HT50 moyen, n’est observée entre les deux groupes. Par

ailleurs, le HT50 de l’ensemble des plasmas ne présente pas de corrélation significative (p=

0,251) avec le taux d’hémoglobine glyquée (Figure 28a).

Figure 28: Temps de demi-hémolyse HT50 (% par rapport à PBS) dans les différents plasmas

a) Corrélation entre le HT50 et le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1c) ; b) HT50 moyen

comparé entre les groupes A et B et le contrôle (PBS). La significativité est déterminée par le

test t de Student pour séries non appariées. *** p<0,0001 (comparaison avec PBS).

Enfin, la variabilité du pouvoir antioxydant en fonction des plasmas n’est aucunement

liée à la quantité de protéines plasmatiques (r2 = 0.01, p=0,45). Le pouvoir protecteur exercée

par le plasma contre les radicaux libres semble d’avantage lié à la qualité fonctionnelle des

protéines constituantes du plasma, parmi lesquelles l’albumine reste la plus abondante.

Dans la suite de l’étude, nous nous focalisons sur les propriétés intrinsèques

(structurales, redox et antioxydantes) de l’albumine purifiée de ces plasmas afin notamment

d’évaluer la contribution de cette protéine dans les propriétés biologiques du plasma.

ba
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b) Paramètres structuraux, redox et antioxydant au niveau des albumines :

- Paramètres structuraux :

Différentes émissions de fluorescence sont mesurées au niveau des albumines purifiées afin

d’effectuer une comparaison, d’un point de vue structural, de l’albumine des différents sujets.

Trois mesures de l’émission de fluorescence sont réalisées :

- celle du tryptophane

- celle du glycophore

- celle de l’ANSA

Les principaux paramètres struturaux relatifs aux deux groupes sont résumés dans le tableau 4 :

Groupe A Groupe B

Fluorescence

ANSA (AU) Ex: 355nm Em: 440 nm 4818 732 4425 ± 672* 
Glycophore (AU) Ex: 350nm Em: 425 nm 1850 ± 320 2071 ± 300* 
Tryptophane (AU) Ex: 280nm Em: 340 nm 1337 ± 493 1618 ± 408* 

Tableau 4: Principaux paramètres de fluorescence des SAH provenant des sujets des groupes A et B
La significativité est déterminée par le test t de Student pour séries non appariées. * p<0.05.

Contrairement aux variations de fluorescence constatées dans les études précédentes

(Rondeau, 2009) lorsque la SAB est glyquée in vitro, une augmentation significative de la

fluorescence du tryptophane (p<0.05) et une diminution de l’hydrophobicité (ANSA) (p<0.05),

sont observées sur les albumines du groupe B dont le taux d’HbA1c moyen est plus élevé. En

effet, le modèle in vitro d’AGE dérivé de l’albumine bovine se caractérise par un quenching de

fluorescence du tryptophane et une augmentation de la fluorescence de l’ANSA par rapport à la

forme native traduisant un changement conformationnel qui ne semble pas être identique à celui

observé chez les albumines in vivo. Par contre, de telles modifications structurales chez

l’albumine humaine modifiée in vitro par glycation n’ont pas été décrites jusqu’à présent.

Cependant, l’oxydation de la forme humaine de l’albumine par de la Chloramine T a mis en

évidence un quenching de fluorecence aussi bien pour le tryptophane que pour l’ANSA

(Bourdon, 2005). Ces deux paramètres structuraux (ANSA et tryptophane) présentent d’ailleurs

une corrélation inverse significative (Figure 29).
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Figure 29: Relation entre les émissions de fluorescence de l’ANSA et du tryptophane (UA)

Concernant l’émission de fluorescence du glycophore, caractéristique de la formation de

produits avancés de glycation, une augmentation significative est observée pour le groupe B

(+15%, p<0,0001) par rapport au groupe de sujets présentant une hémoglobine glyquée

inférieure à 6,8% (Figure 30b). Il est à noter que lors d’une étude précédente, l’augmentation de

cette fluorescence a également été observée sur des modèles in vitro d’AGE dérivé de la SAH

(Rondeau, 2008). De plus ce paramètre structural présente une corrélation significative avec

l’hémoglobine glyquée (Figure 30a).

Figure 30: Emission de fluorescence du glycophore dans les SAH purifiées

a) Corrélation entre l’émission de fluorescence du glycophore rapportée à la quantité de

protéine (UA) et le taux d’hémoglobine glyquée (HbA1c) ; b) l’émission de fluorescence du

glycophore moyen comparée entre les groupes A et B. La significativité est déterminée par le

test t de Student pour séries non appariées. *** p<0.0001.

a b
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- Etat redox des albumines

Contrairement aux résultats obtenus au niveau des plasmas, le taux de carbonyles des

SAH des différents sujets ne permettent pas de différencier les deux groupes. De plus, les

variations ne sont significativement pas corrélées au taux d’hémoglobine glyquée.

- Capacités antiradicalaires des albumines

Si le temps de demi-hemolyse HT50 au niveau des plasmas n’est pas apparu comme un paramètre

de discrimination entre les deux groupes, au niveau de l’albumine purifiée, une augmentation

significative (+ 10%, p<0,05) de la capacité antiradicalaire est observée pour le groupe B par

rapport au groupe A (Figure 31).

Figure 31: HT50 des SAH comparé entre les groupes A et B

La significativité est déterminée par le test t de Student pour séries non appariées. * p<0.05.

Comme dans le cas du plasma, aucune corrélation ne peut être établie entre la capacité

antiradicalaire de la SAH et l’hémoglobine glyquée. Par contre, à partir des résultats de HT50

obtenus pour les plasmas et leurs albumines purifiées, nous pouvons corréler significativement

ces deux paramètres attestant de la contribution majeure de l’albumine dans les défenses

antiradicalaires (Figure 32).
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Figure 32: Corrélation entre HT50 plasmas et HT50/qté de protéine SAH

- Dosage des thiols

Le dosage des groupements thiol par la méthode d’Ellmann permet de différencier

significativement les deux groupes avec une altération de ces groupements beaucoup importante

(+ 15%, p < 0,001) dans le groupe B (Figure 33a). L’oxydation des thiols est corrélée au taux

d’hémoglobine glyquée (Figure 33b). Ce résultat peut être mis en relation directe avec

l’oxydation de l’albumine observée après glycation de la protéine (étude in vitro).

Figure 33: Nombre de mole de thiols par mole d’albumine

a) Corrélation entre le nombre de thiol par mole de protéine et le taux d’hémoglobine glyquée

(HbA1c) ; b) le nombre de thiol moyen comparée entre les groupes A et B. La significativité

est déterminée par le test t de Student pour séries non appariées. ** p<0.001.

a b
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c) Relation structure / fonctions:

Les corrélations entre les différents paramètres cliniques et experimentaux ont été

évaluées à travers des analyses multivariées en utilisant les 8 paramètres expérimentaux obtenues

(carbonyle, HT50, 3 fluorescences, et thiols) et les 9 paramètres cliniques appliqués au panel de

54 plasmas et de leurs albumines purifiées.

L’analyse en composante principale (ACP) nous permet de génerer une carte factorielle

(Figure 34) permettant de visualiser le positionnement des 54 sujets selon les deux axes les plus

informatifs (PC1 et PC2).

Figure 34 : Carte factorielle des 54 individus du panel d’étude établie selon les axes 1 et 2
() Individus appartenant au groupe A ; () individus appartenant au groupe B

On peut observer que la totalité des paramètres (cliniques et expérimentaux) permettent de

séparer la population des 54 sujets selon les deux groupes établis au début de l’étude (suivant le

% HbA1c). Toutefois, les deux premiers axes ne decrivent que 42% de l’information globale.

De la même manière, l’ACP nous a permis de génèrer une cate factorielle des variables

paramètriques permettant de visualiser sur les axes 1 et 2 des corrélations éventuelles (Figure

35).
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Figure 35 : Carte factorielle des 17 variables du panel d’étude établie selon les axes 1 et 2
() Paramètres cliniques ; () Paramètres expérimentaux.

Si quelques correlations sont mises évidence entre certains paramètres cliniques

(Créatinine/Urée ou Cholestérol total/Cholestérol-LDL) par le biais de cette carte, nous ne

sommes pas en mesure d’établir des corrélations significatives entre des variables décrivant la

struture (fluorescence ou thiol) et celle reflétant la capacité antioxydante de la protéine (HT50).

4. Discussion

Les résultats obtenus ici, sont à interpréter avec précaution car le panel de plasmas

utilisé n’est pas totalement adapté aux objectifs fixés pour cette étude. En effet, si nous

pouvons considérer les sujets dont le taux d’hémoglobine glyquée est supérieure à 7% comme

des états d’hyperglycémie mal contrôlés provenant d’un état diabétique, nous n’avons aucune

information quand à leur type de diabète éventuel. Par ailleurs, nous n’avons aucune

information sur la qualité sanitaire des sujets constituant le groupe A (Hb1Ac < 6,8 %). Une

partie de ces sujets sont probablement des diabétiques dont l’hyperglycémie est bien

contrôlée, d’autres sujets peuvent présenter des pathologies autres que le diabète. Enfin, nous

n’avons aucune connaissance des traitements éventuels suivis par les sujets de cette étude.

L’hétérogénéité de ce groupe rend ainsi les résultats sur les différents marqueurs (statut redox,
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antiradicalaire…) plus difficile à interpréter. Par ailleurs, notre panel de patients présente une

mauvaise distribution en termes de % d’Hb1Ac dans la mesure où le nombre d’individus avec

une hémoglobine glyquée très élevée (< 10% ; 7 individus) est faible par rapport à celui ayant

un Hb1Ac très faible (< 6% ; 24).

Dans ce travail nous avons tout de même constaté une augmentation significative

(+10%) de l’état d’oxydation des plasmas avec le taux élevé d’hémoglobine glyquée. Cette

altération accrue ne se retrouve pas au niveau de la HSA purifiée. Ce qui pourrait s’expliquer

par le fait que l’albumine, bien que protéine plasmatique majoritaire, n’est pas la seule

protéine sensible à l’oxydation. Concernant le statut antiradicalaire de l’albumine, celui-ci

semble plutôt se renforcer avec l’augmentation de l’hémoglobine glyquée.

Ces résultats ne vont pas totalement dans le sens de ce que nous avons obtenus dans

les études in vitro. En effet, si nous avons constaté une augmentation de l’altération de type

oxydatif de l’albumine humaine modifiée par glycation, ces phénomènes ont également une

incidence délétère sur ses propriétés antiradicalaires. In vivo, la glycation n’est pas le seul

processus qui peut entrainer une altéreration des propriétés antioxydantes de l’albumine.

D’un point de vue structural, nous avons mis en évidence une augmentation de

l’émission de fluorescence du glycophore de l’albumine, caractéristique des produits avancés

de glycation, en corrélation avec le taux d’hémoglobine glyquée. Cette augmentation a été

également constatée sur nos modèles in vitro. Il en est de même pour le statut redox du résidu

cystéine dont l’oxydation est constatée aussi bien in vitro qu’in vivo. L’analyse globale de

toutes ces données nous a permis de discriminer nos groupes de départ établi en fonction du

taux d’hémoglobine glyquée. Par contre, il n’a pas été possible d’établir des corrélations

significatives entre les propriétés structurales de la protéine et ses propriétés fonctionnelles.
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5. Conclusion et perspectives

En resumé, nous observons une altération de certaines propriétés intrinsèques de

l’albumine (thiol, changement conformationnel) liée avec l’augmentation du taux

d’hémoglobine glyquée. Ces résultats semblent conforter généralement les études effectuées

in vitro. Cependant les conclusions que l’on peut tirer de cette comparaison in vitro et in vivo

sont à nuancer dans la mesure où le paramètre % HbA1c ne constitue en aucune façon un

marqueur suffisant pour conclure sur l’état diabétique d’un sujet.

Ce travail constitue un préliminaire à une étude beaucoup plus vaste visant à

démontrer que l’albumine peut constituer un bio-marqueur de choix du statut redox dans la

pathologie diabétique. Le but étant d’établir des corrélations entre les paramètres

biochimiques de patients dont on connaît clairement le type de pathologie avec les propriétés

structurales et fonctionnelles de l’albumine. A travers cette étude in vivo, il serait

particulièrement intéressant de suivre l’affinité de la protéine plasmatique pour certains

métabolites (acides gras, médicaments…) suivant le degré de gravité du diabète.

Dans le même esprit, le statut redox et antioxydant de l’albumine pourrait faire l’objet

d’autres études in vivo concernant d’autres pathologies, comme l’Ataxie de Freidreich. Cette

maladie génétique autosomique récessive se caractérise par des troubles neurologiques,

affectant la coordination des mouvements (ataxie) et de la parole (dysarthrie) avec des

complications d’ordre métabolique (diabète) et des dysfonctionnements cardiaques (Ristow,

2003). Un stress oxydatif accru a été mise en évidence chez les patients atteints de cette

maladie, par l’effet bénéfique de traitements antioxydants dans le recouvrement de certaines

fonctions (Rotig, 2002). L’analyse structurale et fonctionnelle de l’albumine chez ces patients

permettrai peut être d’apporter de nouveaux éléments concrets de compréhension sur

l’implication de cette protéine comme marqueur du stress oxydant dans cette pathologie.
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Les travaux présentés dans ce manuscrit proposent de nouveaux éléments sur le statut

structural, redox et antioxydant de l’albumine soumise à des conditions non physiologiques ou

pathologiques, ainsi que les interactions entre ces différents paramètres (Figure 34).

Du point de vue structural, nous avons démontré que les changements

conformationnels de l’albumine bovine ne sont pas similaires lors des processus de glycation

et d’agrégation. L’évolution conformationnelle au niveau des poches hydrophobes de la

protéine étant différente, l’impact sur ses propriétés fonctionnelles en est la conséquence

directe. En effet, l’agrégation induit une perte d’affinité pour l’ion cuivre et une diminution de

son activité antiradicalaire, alors que le processus de glycation favorise ces deux propriétés.

Par ailleurs, la structure tridimensionnelle adoptée par l’albumine glyquée ne favorise pas

celle-ci à former des agrégats. Cette perte de susceptibilité à l’agrégation peut être attribuée

non seulement à la conformation spécifique au niveau des sites hydrophobes, mais également

à l’état d’oxydation du seul groupement thiol libre, Cys34.

Paradoxalement, si le processus de glycation de la forme bovine de l’albumine native

s’accompagne d’un changement de l’état redox de la protéine, avec une carbonylation accrue

ainsi qu’une oxydation du résidu Cys34, les propriétés antioxydantes (antiradicalaire et

affinité pour le cuivre (II)) se retrouvent d’avantage renforcées plutôt qu’altérées. De plus, les

AGEs dérivés de l’albumine bovine stimulent aussi bien l’expression des récepteurs

cellulaires RAGE et CD36 au niveau de cellules adipocytaires et monocytaires. Dans ces deux

modèles cellulaires, un stress oxydant est observé, accompagné d’une carbonylation accrue

des protéines intracellulaires. Certaines protéines particulièrement sensibles à l’oxydation ont

été identifiées au niveau des cellules d’adipocytes humains. C’est le cas des protéines

annexine A2 et -actine (ACTB), qui ont la particularité d’interagir entre elles. L’altération

oxydative de l’une des deux protéines, voire des deux pourrait, peut être, affecter cette

interaction. Une des conséquences du stress oxydant intracellulaire généré par les AGEs

dérivés de l’albumine bovine, au niveau des monocytes humains (THP1), est une

augmentation notoire des activités protéolytiques du protéasome. Ici, l’albumine modifiée ne

peut plus remplir totalement sa fonction d’antioxydant, les systèmes protéolytiques jouent

alors leurs rôles dans la dégradation des protéines oxydées.

Bien qu’il y ait une grande similitude structurale entre la forme bovine (SAB) et la

forme humaine (SAH), il est apparu que les modèles in vitro d’AGEs issus de ces deux

formes ont des statuts structuraux, redox et antioxydant sensiblement différents. En effet,

même si les modifications structurales et conformationnelles de la SAH glyquée n’ont pas été

étudiées, il semble que cette protéine soit globalement moins sensible à l’oxydation par
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rapport à la SAB. Par ailleurs et contrairement à son homologue bovin, la glycoxydation de la

SAH affecte de façon plus significative ses propriétés antioxydantes (activité antiradicalaire et

affinité pour le cuivre). Par contre, avec un stress oxydant plus prononcé et une expression

accrue du récepteur RAGE, la réponse biologique des monocytes humains soumis à ce

modèle in vitro d’AGEs est beaucoup plus probante. Enfin, ce stress oxydant intracellulaire

plus important semble altérer de façon plus conséquente les protéines des cellules

monocytaires, à un degré tel que des protéines (LMP2,..) impliquées dans certaines activités

protéolytiques du protéasome, se retrouvent affectées au niveau de leur expression. Dans ce

cas précis, le protéasome ne peut plus remplir son rôle d’élimination des protéines

défectueuses.

Comme nous avons pu le voir dans les différentes étapes de ce travail, la moindre

altération de l’albumine se traduit par un changement conformationnel et une modification de

ses propriétés intrinsèques. Par ailleurs, certains résultats qui apparaissent discordants, mettent

en avant toute la complexité de la structure de l’albumine et des propriétés antioxydantes qui

lui  incombent.  En effet, les  différentes  études  montrent que  l’albumine  bovine  glyquée

induit un stress oxydant intracellulaire alors que dans le même temps, ses capacités de

piégeage de radicaux libres ou de fixation du cuivre sont renforcées. La multitude de sites

(méthionine, Cys34, DAHK…) contribuant aux propriétés antioxydantes de la protéine

plasmatique peut expliquer la contradiction de ces résultats. Les modifications structurales

spécifiques induites par la glycation, mises en évidence lors de la première étude, peuvent

apporter un début de réponse  à  l’augmentation des capacités antiradicalaires de  l’albumine

glyquée.

Les deux aspects, structural et biologique peuvent avoir une répercussion sur la

physiologie des cellules et des tissus exposés à cette protéine circulante. Ainsi, dans la

pathologie diabétique, les changements physiologiques et pathologiques de l’albumine liés au

processus de glycoxydation, permettent de mieux comprendre l’implication probable de cette

protéine dans les complications métaboliques liées à cette pathologie.

En effet, dans notre étude in vivo, j’ai pu notamment établir des corrélations entre les

paramètres antioxydants et structuraux de l’albumine d’une part et la « sévérité » de la

pathologie diabète (en termes d’hémoglobine glyquée).
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Par rapport à ces différentes études, quelques questions demeurent et restent à

élucider :

- Même si la conformation spécifique des sites hydrophobes et le statut redox de la cystéine34

semblent impliqués dans le statut antioxydant de la protéine, cet interaction structure/

fonction doit être validée ([1], Figure 36). L’étude structurale de l’albumine humaine

modifiée par glycation telle qu’elle a été réalisée sur la forme bovine pourrait apporter des

éléments de validation.

- De même, l’étude de la susceptibilité à l’agrégation de l’albumine modifiée par glycation

pourrait être réalisée sur la forme humaine afin de valider l’implication des poches

hydrophobes et le statut redox de la cystéine 34 dans le processus agrégatif ([2], Figure 36).

- Dans le cas précis de l’étude des propriétés des protéines adipocytaires particulièrement

sensibles à la glycoxydation, il serait intéressant de mettre en évidence en quoi l’altération

de ces protéines intracellulaires peuvent affecter certains mécanismes cellulaires ([3],

Figure 36). Par ailleurs, il serait pertinent, en utilisant les mêmes méthodologies

(protéomique), de déterminer les protéines adipocytaires exclusivement exprimées lors d’un

stress glycoxydatif ([4], Figure 36).

Au delà des études complémentaires mentionnées précedemment, l’ensemble des

résultats présentés dans ce travail suscite de nouvelles voies d’investigation mettant en avant

les rôles clés de l’albumine dans le système circulatoire :

Il faut rappeler que l’albumine possède des fonctionnalités aussi nombreuses que

diverses, qui passent par le transport de métabolites, de fixation, de régulation de la pression

oncotique et le pouvoir antioxydant. Tout au long de ce travail, je me suis principalement

focalisé sur l’évolution de son état redox ainsi sur ses activités antioxydantes en relation avec

ses modifications structurales. L’étude que j’ai réalisé sur l’affinité de la protéine plasmatique

modifiée pour l’ion cuivre, un ligand cationique, constitue un aspect de ces propriétés

antioxydantes. Parmi les fonctions importantes qui n’ont pas été abordé dans cette étude,

l’affinité de l’albumine pour de nombreux métabolites exogènes et endogènes constitue un

vaste champ d’étude qui trouve toute sa place dans le cas de la pathologie diabétique. Les

composés susceptibles d’être transporté par la protéine sont nombreux parmi lesquels on

retrouve les acides gras, la bilirubine mais aussi les agents thérapeutiques. Ainsi, l’albumine

joue un rôle important dans la pharmacocinétique et dynamique de médicaments qu’elle fixe.

Cette implication de l’albumine dans la thérapie galénique prend toute son importance dans le

cas du traitement médicamenteux du diabète.
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Figure 36 : Schéma bilan sur les relations structure et fonction des albumines altérées
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En effet, l’insulinothérapie fait appel à des analogues de l’insuline qui ont la

particularité de se fixer à l’albumine. Dans ce cadre là, et comme abordé dans les conclusions

de la première partie, nous pourrions nous intéresser dans un premier lieu à l’interaction entre

l’albumine et le Détemir en faisant appel à de nouvelles techniques (RMN, microscopie

infrarouge…) ([5], Figure 36). De même, une étude de l’affinité de l’albumine modifiée par

glycation pour les acides gras trouverait toute sa place dans la compréhension de la relation

diabète/obésité et de tous les mécanismes qui en découlent ([5], Figure 36). Enfin cette

démarche pourrait être étendue à d’autres medicaments ayant une forte affinité pour la

protéine plasmatique comme le ketoprofen, l’ibuprofen et la warfarine.
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ABSTRACT

Oxidative stress and glycation: structural and biological properties
relationship of albumin modified in vitro or in vivo in diabetes context

Numerous pathologies are strongly linked to structural and functional alteration of target

proteins. Aggregation, glycation and oxidative damages constitute modifications of proteins,

frequently observed in numerous states of disease. The biological activities of proteins and

their conformational modifications are strictly connected. Among proteins, albumin represents

the most abundant and the most important antioxidant in blood. This circulating protein can, in

particular, undergo increased glycoxidation in case of diabetes, which can lead to the formation

of Advanced Glycation Endproducts (AGEs), and so induce various deleterious effects on cells.

In this study, I focused on the impact of aggregation, glycation and oxidative modifications on

the structural, redox and antioxidant status of albumin and the effect of this altered protein on

various cell lines physiology.

I firstly investigated, using biochemical and biophysical techniques, the structural changes of

bovine serum albumin induced by glycation, aggregation and both processes simultaneously.

By this, I tried to elucidate the impact of these processes on the antioxidant properties of the

modified protein.

Secondly, I studied the oxidative activity of in vitro glycoxidized bovine serum albumin on

mature adipocyte by identifying, in particular, specifically adipocyte carbonylated protein

targets by using proteomic techniques.

Then, I compared the effect of in vitro glucose and methylglyoxal-induced oxidative

modifications on bovine serum albumin (BSA) and human serum albumin (HSA) protein

structures and on THP1 monocyte physiology.

At last, the best way to characterize the structural and functional modification of altered

albumin is to study this protein with suitable pathological condition, in vivo instead of using an

in vitro model. In this last part, I determined simultaneously the structure, the antioxydant

properties and redox status of human plasma and its corresponding albumin purified from a

panel of plasma, in order to confirm or invalidate predictions based on in vitro models.

These investigations confirm the importance of native structure on functional properties of the

most abundant and protective protein in the circulatory system and by the way to have a better

understanding of its involvement in several physiological disorders such as Diabetes.

Subject: Biochemistry and Cellular Biology

Key words: Albumin, Adipocytes, Monocytes, SW872 and THP1 cell lines, Glycation,
Oxidative stress, Diabetes.

Research group: EA2526 – Laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire –
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RESUME

Stress oxydant et glycation : relation structure et activités biologiques de
l’albumine in vitro et in vivo dans le cadre de la pathologie diabétique

La plupart des pathologies, qu’elles soient d’origine génétique ou non trouvent leur origine

dans l’altération structural et/ou fonctionnelle de protéines d’intérêt. L’agrégation, la glycation

et l’oxydation constituent les principaux types de modification protéique fréquemment

observées dans de nombreuses maladies tels que le diabète, l’athérosclérose ou encore les

maladies neurodégénératives. Généralement, l’altération des activités biologiques de ces

protéines est étroitement corrélée avec ses changements conformationnels et structuraux.

L'albumine représente la protéine circulante la plus abondante et constitue le plus important

antioxydant du plasma sanguin susceptible d’être exposée à un stress glycoxydant accru, et

aboutir à la formation de Produits Avancés de Glycation (AGEs) dont les effets peuvent être

néfastes au niveau cellulaire et tissulaire.

Dans cette étude, je me suis intéressé à l’effet de trois types d’altérations, que sont l’agrégation,

la glycation et l'oxydation, sur la structure, le statut redox et l’activité antioxydante de

l’albumine ainsi que l'incidence de cette protéine modifiée sur la physiologie de différentes

lignées cellulaires.

Au cours de ce travail, j’ai abordé les quatre points suivants :

1. Afin de mieux comprendre l’impact de ces processus altératifs sur les propriétés

antioxydantes de l’albumine, j’ai étudié, en utilisant des techniques de la Biochimie et de la

Biophysique, les modifications structurales de la protéine soumise successivement à la

glycation, l’agrégation et aux deux processus simultanément.

2. J’ai mis en évidence et identifié des cibles protéiques sensibles à l’oxydation au niveau

d’adipocytes matures humains incubés en présence d’albumine bovine glycoxydée in vitro.

3. J’ai effectué une comparaison de l’action différentielle des modèles in vitro de d’AGEs

préparés à partir de l’albumine d’origine bovine ou humaine au niveau de monocytes THP1.

4. Enfin, afin de valider les caractéristiques structurales et biologiques obtenues à partir de nos

modèles in vitro d’AGEs dérivés de l’albumine, j’ai étudié sur des modèles purifiés à partir de

plasmas de sujets, l’état structural, redox et antioxydant de l’albumine altérée in vivo.

Les résultats obtenus lors de ce travail permettent de mettre en avant l’importance de la

structure native de la plus abondante des protéines circulantes sur l’intégrité de ses fonctions

biologiques et en particulier sur son activité antioxydante. Egalement, cette étude apporte un

nouvel éclairage sur l’implication de l’albumine altérée dans de nombreux désordres

métaboliques tels que le diabète.

Discipline: Biochimie et Biologie Cellulaire

Mots-clés: Sérum albumine bovine, Sérum albumine humaine, Adipocytes, Monocytes,
Cellules SW872 et THP1, Glycation, Diabète, Stress oxydant.

Laboratoire: EA2526 – Laboratoire de Biochimie et Génétique Moléculaire –
15 avenue René Cassin – BP 7151 – 97715 Saint Denis Messag – Cedex 09 – France
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