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RESUME EN FRANCAIS :

Les espéces réactives de I'oxygene (EROs) sont essentielles a la survie des cellules car elles
interviennent dans divers processus physiologiques comme la défense immunitaire ou encore la
régulation de voies de signalisation cellulaires. Cependant, un exces d’EROs peut créer un
déséquilibre de la balance EROs/antioxydants appelé « stress oxydant ». Le stress oxydant étant
impliqué dans I'étiologie de plus de 200 pathologies, I'action des antioxydants est cruciale pour
limiter les effets délétéres des EROs.

Les antioxydants utilisés par les cellules peuvent étre de nature chimique. Parmi ceux-ci, I'a-
phenyl-N-tert-butyl nitrone (PBN) est particulierement efficace en milieu biologique pour piéger
les radicaux. Cependant, comme cette molécule présente le désavantage majeur de mal cibler
les membranes, des nitrones amphiphiles dérivées de la PBN ont été synthétisées. Le premier
chapitre décrit I'étude des interactions de nitrones dérivées du cholestérol avec les lipides
membranaires. Ces travaux ont souligné l'influence du groupement polaire sur la nature des
interactions avec les lipides membranaires. Aussi, I'étude des propriétés antioxydantes a permis
de mettre en évidence I'importance de la localisation membranaire et I'influence de I'orientation
du groupement PBN sur |'activité protectrice des dérivés. Le second chapitre décrit les résultats
des expériences menées avec une deuxiéme série de dérivés amphiphiles, présentant la
particularité d’avoir une chaine perfluorée comme groupement hydrophobe. Bien que la
localisation membranaire de ces dérivés soit nécessaire pour obtenir un effet protecteur
significatif, la nature de I'antioxydant semble étre ici le parametre le plus important. Enfin, la
combinaison d’antioxydants de nature différente sur une méme molécule semble étre une
stratégie prometteuse pour améliorer I'efficacité antioxydante et créer un effet de synergie.

En outre, pour se défendre, les cellules utilisent aussi des antioxydants issus de I'alimentation,
en particulier des fruits et légumes. Parmi ces derniers, les composés phénoliques sont reconnus
pour leurs effets bénéfiques sur la santé. Les flavonoides, les acides phénoliques, les stilbénes et
les lignanes constituent les 4 classes principales de composés phénoliques. Les lignanes sont
particulierement présents dans les graines de lin (Linum usitatissimum). Le lin est la plante qui
contient le plus de secoisolaricirésinol diglucoside. Afin de mieux comprendre leur
fonctionnement et leurs interactions avec les lipides membranaires, plusieurs molécules
appartenant a cette classe de composés ainsi que des acides hydroxycinnamiques ont été
purifiées a partir du lin. Le troisieme chapitre décrit les résultats des expériences menées avec
les composés phénoliques extraits du lin. De maniére générale, les composés testés se sont
avérés efficaces pour protéger les lipides membranaires de I'oxydation. L'étude de leurs
interactions avec les lipides membranaires a permis de montrer que le mode d’action des
lignanes, qui pénétrent les membranes, est plus efficace que celui des acides
hydroxycinnamiques.

MOTS-CLES : antioxydants, nitrones amphiphiles, lin, composés phénoliques, stress oxydant,
peroxydation lipidigue, modéles membranaires, biophysique



RESUME EN ANGLAIS:

Title: Influence of the location of antioxidants on membrane lipid peroxidation: study of the
mechanisms of action of PBN derivatives and phenolic compounds.

Reactive oxygen species (ROS) are essential in living cells as they intervene in several
physiological processes like the immune system and signaling pathways. However, an excess of
the production of ROS can alter the equilibrium with antioxidants. This imbalance is called
oxidative stress. As oxidative stress has been reported to be implicated in more than 200
diseases, the action of antioxidants to limit the deleterious effects of ROS is crucial.

The antioxidants used by the cells can be chemical. Among them, a-phenyl-N-tert-butyl nitrone
(PBN) is widely used in biological systems to neutralize ROS. Because this molecule possesses a
poor ability to target membranes, our collaborators synthesized amphiphilic nitrones bearing a
PBN moiety. The first chapter describes the interactions of cholesterol derived PBN derivatives
with the membrane. Results underlined the influence of the polar moiety on the nature of their
interactions with membrane lipids. In addition, the evaluation of the antioxidant properties
revealed the importance of the membrane localization of the nitrone moiety on the protective
activity of the derivatives. The second chapter deals with a second set of amphiphilic nitrones
that have the particularity of bearing a perfluorinated chain that constitutes the hydrophobic
moiety. We noticed the membrane localization is important for the antioxidant efficiency;
however the nature of the antioxidant moiety remains the most important parameter in this
case. Finally, the strategy of grafting two different antioxidants on the same carrier seems to be
promising to enhance the protective effect and create a synergistic antioxidant effect.

However, cells also use natural antioxidants to defend themselves. These antioxidants come
from food, especially from vegetables and fruits. Among them, phenolic compounds are known
for their beneficial effects on health. Flavonoids, phenolic acids, stilbenes and lignans constitute
the 4 main classes of phenolic compounds. Lignans are particularly present in flaxseed (Linum
usitatissimum). Flaxseed is the plant that possesses the highest quantity of secoisolariciresinol
diglucoside. In order to understand their mechanisms of action and their interactions with
membranes, lignans as well as hydroxycinnamic acids were purified from flaxseed. The third
chapter describes the results obtained on model membranes. Generally speaking, both classes of
compounds are efficient against lipid oxidation. Studying their interactions with membrane lipids
allowed us to show that the mechanism of lignans, that penetrate membranes, is more efficient
than the mechanism of hydroxycinnamic acids.

KEY-WORDS: antioxidants, amphiphilic nitrones, flaxseed, phenolic compounds, oxidative stress,
lipid oxidation, model membranes, biophysics
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Introduction générale

L'apparition et I'accumulation du dioxygene sur Terre il y a 2,5 milliards d’années a
conduit les étres vivants a évoluer pour s’adapter a un nouvel environnement. Cette
adaptation s’est traduite par l'apparition d’enzymes permettant la consommation et
I’élimination des métabolites du dioxygene. Ainsi, le dioxygéne est devenu indispensable a la
survie de tous les animaux, plantes et bactéries, a I'exception de certains organismes.

Le dioxygene participe a la respiration cellulaire en intervenant dans plusieurs voies
métaboliques comme la chaine respiratoire mitochondriale qui aboutit a la synthese d’ATP.
A la fin de ce processus, le dioxygene est réduit en eau. Cette réduction nécessite I'ajout de
qguatre électrons, qui peuvent s’additionner un par un, entrainant ainsi la formation
d’intermédiaires plus réactifs (0,", H,0, et HO') appelés espéces réactives de |'oxygene
(EROs). Ces intermédiaires participent a divers processus physiologiques comme la défense
immunitaire, 'apoptose ou encore les voies de signalisation cellulaire.

Comme les EROs sont hautement réactifs et capables de dégrader les macromolécules
biologiques, les cellules contrélent leur proportion par le biais d’antioxydants endogénes qui
sont souvent de nature enzymatique. Cependant, il arrive que ces systémes soient
submergés par une production excessive d’EROs. En effet, certains facteurs externes comme
I’exposition aux rayonnements et a la pollution ou encore la consommation d’alcool et de
tabac peuvent entrainer une surproduction d’EROs, créant ainsi un déséquilibre entre les
EROs et les antioxydants appelé stress oxydant. Bien que le stress oxydant ne soit pas une
maladie, la dégradation des macromolécules biologiques, en particulier des lipides
membranaires, crée un contexte favorisant I'apparition de maladies diverses comme
I'athérosclérose, la maladie de Parkinson ou encore certains cancers. Ainsi, plus de 200

pathologies en lien avec le stress oxydant ont été recensées.



Introduction

Pour lutter contre les effets déléteres des EROs, en plus des systémes de défense
endogene, les cellules peuvent utiliser des antioxydants exogénes qui peuvent étre naturels
ou de nature chimique. Comme les antioxydants naturels présentent en général une faible
biodisponibilité, des antioxydants synthétiques ont été développés dans le but d’améliorer
certaines propriétés des antioxydants naturels. A titre d’exemple on peut citer le Trolox, un
analogue de la vitamine E qui présente la particularité d’étre plus soluble en milieu aqueux
gue cette derniere.

D’autres chercheurs se sont tournés vers les nitrones, initialement utilisées pour identifier
les EROs par résonance de spin électronique. Parmi, ces composés, |'a-phényl-N-tert-Butyl-
Nitrone (PBN) est certainement le plus utilisé pour piéger les radicaux libres en milieu
biologique. Cette molécule, du fait de ses faibles propriétés hydrophobes, présente le
désavantage de mal cibler les membranes. Ainsi, des concentrations importantes sont
nécessaires pour observer un effet antioxydant marqué. Pour palier ce probleme, nos
collaborateurs de I'Institut des Biomolécules Max Mousseron ont synthétisé des dérivés PBN
amphiphiles avec I'objectif de favoriser un ancrage membranaire.

Les antioxydants naturels sont plus abondants que les antioxydants chimiques car ils sont
apportés par I'alimentation. Parmi ces derniers, les composés phénoliques sont connus pour
leurs effets bénéfiques sur la santé. Plus de 8 000 composés phénoliques ont été recensés.
Ils sont répartis en six classes majoritaires : les acides phénoliques, les flavonoides, les
stilbenes, les coumarines, les tannins et les lignanes. Les lignanes sont surtout présents dans
le lin (Linum usitatissimum), particulierement cultivé en France pour ses fibres et son huile
riche en acides gras polyinsaturés. Ces composés phénoliques, étant moins répandus que les
autres, sont peu étudiés. Cependant, plusieurs études suggerent leur implication dans la

prévention de pathologies neurodégénératives et cardiovasculaires.
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Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a deux types d’antioxydants :
des dérivés PBN et des composés phénoliques extraits du lin (acides hydroxycinnamiques et
lignanes) avec l|'objectif de mieux comprendre leur mécanisme d’action contre la
peroxydation lipidique. A I'aide de systémes biomimétiques simplifiés (monocouches de
Langmuir et liposomes) et d’une approche multi-technique (diffusion de la lumiere,
spectroscopie de fluorescence, tensiométrie de surface), nous avons pu étudier les
interactions de ces composés avec les membranes. Ce manuscrit de thése est organisé de la
facon suivante :

Dans une premiere partie consacrée a des rappels bibliographiques, nous avons présenté
le stress oxydant, les antioxydants chimiques et naturels, I’organisation des membranes ainsi
gue les systéemes biomimétiques utilisés. Ensuite, dans une seconde partie, nous avons
détaillé par le biais de trois articles les résultats des expériences obtenues avec les molécules
de synthese et naturelles testées. Les mécanismes d’action proposés ont été discutés dans
une troisieme partie. Pour finir, nous proposons quelques perspectives d’avenir quant a la

caractérisation de ces composés en milieu biologique et leur utilisation en milieu industriel.
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Chapitre I. Le stress oxydant

Le dioxygene est un élément essentiel a la survie des organismes aérobies car il intervient
durant la phosphorylation oxydative, processus cellulaire qui aboutit a la formation d’ATP. Le
dioxygene intervient a la fin de ce processus en tant qu’accepteur final d’électrons. Ainsi, la
réduction monoélectronique du dioxygéne en eau se fait en quatre étapes pendant
lesquelles des métabolites partiellement réduits de du dioxygene sont générés (Cf. figure 1).

+e +e(+2HY) +e +e (+H")

Q) =y O ey H,0,; mmmmp HO" (+HO") sy H,0

Dioxygeéne Anion Peroxyde Radical
superoxyde d'hydrogéne hydroxyle

Figure 1. Les quatre étapes de la réduction monoélectronique de du dioxygene.

Ces métabolites présentent la particularité d’étre plus réactifs que du dioxygéne et sont
couramment appelés espéces réactives de l'oxygéne (EROs). L'anion superoxyde, le
peroxyde d’hydrogene et les radicaux hydroxyles constituent les principales EROs (Gardés-
albert et al., 2003; Lushchak, 2014).

1. Les principales especes réactives de I'oxygéne

a. L’anion superoxyde (0,")

L’anion superoxyde est formé suite a I'addition d’un électron a I'oxygene moléculaire. Il
est produit dans la mitochondrie au cours de la respiration cellulaire qui permet la formation
d’ATP et la réduction du dioxygene en eau. |l peut aussi étre produit par des enzymes tel que
la xanthine oxydase, les cyclo- et lipo-oxygénases ou encore la NADPH oxydase. Bien qu’il

fasse partie des espéeces radicalaires, I'anion superoxyde est peu réactif car il n’est pas
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capable de traverser les membranes. Ainsi, il se retrouve piégé dans le compartiment ou il a
été formé. La demi-vie de I’anion superoxyde en milieu aqueux est trés courte car il peut se
dismuter spontanément en dioxygene et peroxyde d’hydrogene avec une constante de
vitesse moyenne de 5x10° M*.s™%. Cette réaction peut étre accélérée significativement par la
superoxyde dismutase qui peut atteindre une constante de vitesse de 1,6x10° M™t.s™

(Thannickal et Fanburg, 2000).

b. Le peroxyde d’hydrogéne (H,0,)

Le peroxyde d’hydrogene n’est pas une espéce radicalaire a proprement parler. Il est
formé par la dismutation spontanée ou enzymatique de I'anion superoxyde. Les effets
déléteres de cette molécule viennent du fait qu’elle intervient dans la formation d’espéces
tres réactives. Ainsi, le peroxyde d’hydrogéne permet la formation de radicaux hydroxyles
par oxydation des métaux de transition.

Par ailleurs, sous I'action de la myéloperoxydase, le peroxyde d’hydrogene peut réagir
avec des ions chlorure pour former I'acide hypochloreux. Ce dernier intervient dans la
défense immunitaire en détruisant 'ADN des bactéries, ce qui permet d’inhiber leur

réplication (Rosen et al., 1990).

c. Leradical hydroxyle (HO)

Avec une demi-vie de 10™%, le radical hydroxyle est 'une des espéces réactives les plus
nocives. Sa demi-vie étant tres courte, ce radical est capable de s’attaquer sans spécificité
aux macromolécules biologiques dés lors qu’il est formé (Phaniendra et al., 2015).

Il est principalement formé par la réaction d’"Haber-Weiss qui permet la dismutation du

peroxyde d’hydrogéne en ions et radicaux hydroxyles. Cette réaction a lieu en deux étapes
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(Cf. figure 2). La premiere permet le recyclage des ions métalliques par oxydation de I’anion
superoxyde. La réaction de Fenton va ensuite permettre la formation de radicaux hydroxyles

par réduction du peroxyde d’hydrogene.

0, + lon métallique* === O, + lon métallique(™1)* (1)

H,0, + lon métallique* === HO" + HO™ + lon métallique(™ 1)+ (2)

Figure 2. Réaction d’Haber-Weiss.

De plus, dans les cellules du systéme immunitaire, la réaction entre I'acide hypochloreux
formé par la myéloperoxydase et I'anion superoxyde génére aussi des radicaux hydroxyles

(Cf. figure 3) (Nordberg et Arnér, 2001).

CI" +H;,0;, =) HOCI + 2H,0
05"+ HOC| =y HO" + CI" + O,

Figure 3. Formation de radicaux hydroxyles dans les cellules du systéme immunitaire.

2. Lescibles des EROs

Au sein des cellules, les EROs peuvent étre produites au sein de divers compartiments
cellulaires comme les peroxysomes, le réticulum endoplasmique ou encore la mitochondrie
qui est responsable de la production de 90% des EROs (Lushchak, 2014).

Comme expligué dans le paragraphe précédent, les EROs peuvent s’attaquer aux
macromolécules biologiques dans le but de réguler les processus cellulaires. De ce fait, le
maintien de I'homéostasie redox est essentiel a la survie des cellules. Cependant, la
dérégulation des processus physiologiques ou encore I'exposition a des facteurs externes

comme la pollution, la consommation d’alcool et de tabac et les radiations lumineuses
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peuvent entrainer une production excessive d’EROs que les cellules ne peuvent contréler
(Phaniendra et al., 2015). Ainsi, le déséquilibre de la balance EROs/antioxydants en faveur

des EROs prend le nom de « stress oxydant » (Sies, 1991).

a. Oxydation des acides nucléiques

L'oxydation de I'ADN est un facteur d’instabilité majeur du génome. En effet, les EROs
seraient responsables de 10" Iésions par cellule par jour (Fraga et al., 1990). Les radicaux
hydroxyles sont a I'origine de la majorité des dommages infligés a I’ADN (Phaniendra et al.,
2015). Ces lésions peuvent étre multiples, allant des cassures simples et double brin a
I’oxydation des bases azotées et la formation de diméres de bases (Kryston et al., 2011).

A titre d’exemple, I’hydroxylation de la guanine en position 8 puis son oxydation en 8-
oxo-guanine et I’hydroxylation de la thymine en position 5 et 6 pour former la thymine glycol
(Cf. figure 4) constituent deux des modifications les plus fréquentes de I’ADN qui sont

engendrées par les radicaux hydroxyles (Melis, van Steeg et Luijten, 2013).

)\/OI) )\)\L -

Guanine 8-oxo-guanine
o 0
N.A/”/ HO' /NCEEDH
o’fﬁkm o’/ N OH
Thymine Thymine glycol

Figure 4. Modifications de la guanine et la thymine par les radicaux hydroxyles.
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Les mécanismes de réparation par excision de base (BER) ou par excision de nucléotide
(NER) permettent de réparer ces lésions. Cependant, ces systémes peuvent étre débordés si
les EROs sont en exces. L'accumulation des Iésions va altérer les processus de réplication et
de transcription de I’ADN, conduisant ainsi a la mort cellulaire ou la cancérogeneése.

Les EROs peuvent aussi s’attaquer a ’ARN. Ce dernier est plus vulnérable que I’ADN car il
n’a qu’un seul brin et est localisé dans le cytosol prés des mitochondries. L'oxydation de la
guanine en 8-oxo-guanine est la modification la plus fréquente de I’ARN (Li et al., 2014). Les

modifications de ’ARN peuvent altérer la traduction et donc la synthése de protéines.

b. Oxydation des protéines

Les protéines étant abondantes au sein des cellules, elles constituent une cible
importante des EROs. Ces derniéres peuvent attaquer les protéines a plusieurs endroits : au
niveau de leur squelette ou au niveau des chaines latérales des acides aminés.

Les EROs, en particulier le radical hydroxyle, sont capables d’extraire un atome
d’hydrogene sur les carbone-a. de la chaine polypeptidique, entrainant la formation de
radicaux peroxyles. Ces derniers vont ensuite former des dérivés carbonés ou des amides,
entrainant la fragmentation des protéines (Hohn et al., 2013). Le radical hydroxyle peut aussi
attaquer les acides aminés de maniere individuelle. Ainsi, la méthionine et la cystéine sont
particulierement sensibles a ce dernier. L'attaque des groupements thiols de ces acides
aminés entraine la formation de sulfoxydes de méthionine et de ponts disulfures
(Phaniendra et al., 2015). De plus, I'exposition a certains agents toxiques peut entrainer une
oxydation spécifique des protéines. Zhou et ses collaborateurs ont suggéré que l'interaction
spécifique entre les domaines en doigt de zinc et I'arsenic entraine une oxydation spécifique

des cystéines des protéines en doigt de zinc par les EROs (Zhou et al., 2015).
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La plupart des modifications étant irréversibles, la dégradation par le protéasome
constitue le mécanisme principal d’élimination des protéines oxydées. Cependant, des
systéemes spécifiques de réparation existent pour certains acides aminés. Ainsi, les
sulfoxydes de méthionine et les ponts disulfures peuvent étre régénérés par en méthionine
et cystéine par la méthionine sulfoxyde réductase et la protéine disulfure isomérase
(Nordberg et Arnér, 2001). L’oxydation des acides aminés entraine une dénaturation et une
perte de fonction des protéines, la perte de I'activité enzymatique, la perte de fonction des

récepteurs et des protéines de transport.

c. Peroxydation des lipides

Par ailleurs, les lipides membranaires, en particulier les acides gras polyinsaturés (AGPI),
sont sensibles a I’action des radicaux libres. L’attaque des EROs va entrainer une réaction de
dégradation en chaine des lipides appelée peroxydation lipidique (Cf. figure 5). Cette
réaction a lieu en trois étapes (initiation, propagation et terminaison) et présente la
particularité d’étre auto-catalytique car une fois initiée, elle se propage et s’accéléere seule
(Wheatley, 2000).

Les EROs vont initier la réaction en arrachant des atomes d’hydrogéne allyliques, ce qui
permet la formation de radicaux alkyles (L;’). Ces derniers vont se stabiliser par
réarrangement de leurs doubles liaisons et former des diénes conjugués qui présentent la
particularité d’absorber la lumiére a 234 nm.

Au cours de la propagation, les dienes conjugués réagissent avec le dioxygéne ce qui
permet la formation de radicaux peroxyles (L;00’) qui vont étre réduits en hydroperoxydes
(L,OOH) apres avoir arraché des atomes d’hydrogéne aux chaines acyles voisines. Ces

derniers peuvent étre réduits ou oxydés par des ions métalliques (Me") ou se scinder sous
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I’effet de la chaleur (A) ou des ultra-violets (UV). Les radicaux nouvellement formés (LnO’,
LnOO" et HO') vont amplifier la réaction en attaquant d’autres chaines acyles (L4H) (Schaich,
2005). La réaction prend fin lorsque deux especes radicalaires (LnO, LnOO" et HO)

s’annihilent ou se scindent pour former des produits non radicalaires.

L:H
INITIATION < l
W
r‘ -
L.00
LH
Lz
L;0OH——>—L,00H + L3 etc...
0, L3H

PROPAGATION \[ -
me ™ et ve* mel 1
‘_y nooH AL’

L,O'+HO" uv, A L.0O+H*

L,O"+HO"

LH L

L,O® + L,OO* + HO" LA; L,OH+L,0O0H+HOH

Recombinaison de radicaux
LO',L,0°,L,00" + LO",L,0",L,00° —— cétones, éthers, alcanes, aldéhydes...

N

TERMINAISON < L L
Scission radicalaire

Lo, ——p aldéhydes, cétones, alcools, alcanes...
. LOO

Figure 5. Schéma général de la peroxydation lipidique. Réalisé a partir de Schaich, 2005.
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— Role des AGPI au sein des cellules

Les AGPI sont impliqués dans le maintien de la structure des membranes ainsi que dans
certains processus fonctionnels. En effet, contrairement aux acides gras saturés qui plus
linéaire, les AGPI peuvent adopter plusieurs conformations grace a la présence des doubles
liaisons qui forment des « coudes » au sein de leur chaine acyle. Ainsi, les AGPI permettent
d’éviter I'agglomération des acides gras saturés en packs, ce qui permet d’augmenter la
fluidité membranaire elle-méme impliquée dans les interactions protéine-protéine (Niu et
al., 2004). Par conséquent, l'oxydation des AGPI peut perturber |'organisation de la
membrane en modifiant la fluidité, la perméabilité, la modification du transport des ions

voire 'inhibition de processus métaboliques (Catala, 2012).

3. Lerdle des espeéces réactives de I'oxygéne

Bien gu’elles soient trés réactives vis-a-vis des macromolécules biologiques, les EROs sont
nécessaires au bon fonctionnement des cellules car elles interviennent dans divers processus
physiologiques.

a. La défense immunitaire

La pénétration de microorganismes dans I'organisme entraine I’activation des cellules du
systéme immunitaire qui vont éliminer ces derniers par phagocytose. Une fois les
microorganismes internalisés, les enzymes présentes dans ces cellules libérent des EROs qui
vont s’y attaquer. Ainsi, les anions superoxyde libérés par la NADPH oxydase vont étre
utilisés par la SOD et la myéloperoxydase pour générer du peroxyde d’hydrogéne et de
I'acide hypochloreux. La décomposition de ces especes en radicaux hydroxyles va permettre
la destruction de I'ADN bactérien et donc linhibition de la réplication des bactéries

(Nordberg et Arnér, 2001).

11
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b. L'apoptose

De nombreuses études suggerent I'implication des EROs dans I'apoptose (Waris et Ahsan,
2006; Zuo et al., 2015). En effet, 'augmentation de la production intracellulaire des EROs est
fréquemment observée au cours du processus apoptotique (Droge, 2002).

Ainsi les EROs seraient capables d’oxyder les porines mitochondriales, ce qui faciliterait la
libération du cytochrome c dans le cytosol et donc I'induction de I'apoptose par la voie des
caspases (Zamzami et al., 1995; Simon et al., 2000).

Les EROs peuvent aussi activer des enzymes qui vont générer des médiateurs impliqués
dans l'apoptose. A titre d’exemple, I'activation de la sphingomyélinase par les EROs va
permettre la sécrétion de céramides, médiateurs intracellulaire de I'apoptose des

granulocytes (Simon et al., 2000; Circu et Aw, 2010).

c. Implication dans les voies de signalisation

Les EROs sont capables de réguler les voies de signalisation cellulaire en modifiant
I'activité des macromolécules biologiques. Ainsi, I'oxydation des groupements thiols des
cystéines peut affecter I'activité de protéines impliquées dans la transduction du signal
comme la protéine kinase C ou encore la tyrosine kinase. Ce mécanisme est néanmoins
réversible car les groupements thiols oxydés peuvent étre régénérés par la thioredoxine de
sorte que les protéines recouvrent leur activité de départ (Babior, 1997; Schieber et Chandel,
2014).

De plus, certains facteurs de transcription comme le nuclear factor kappa-B (NF-kB) sont
sensibles aux EROs. Ainsi, un excés d’EROs dans le cytosol favorise la dégradation de la
protéine inhibitrice I-kB, ce qui va entrainer la surexpression de cytokines et de molécules

d’adhérence cellulaire (Baeuerle et Henkel, 1994).

12
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4. Larégulation endogéene des EROs

Bien que le stress oxydant ne soit pas une maladie, la dégradation excessive des
macromolécules biologiques créé des conditions favorables a |'apparition de diverses
pathologies. Ainsi plus de 200 maladies ou complications en lien avec le stress oxydant ont
été recensées (Defraigne et Pincemail, 2009).

Pour lutter contre ces effets déléteres, les cellules disposent de systemes capables de
neutraliser les EROs. Ces systémes, dits antioxydants, contrecarrent les effets des EROs en
retardant, en inhibant ou en éliminant I'oxydation des macromolécules biologiques
(Halliwell, 2007). Les antioxydants biologiques sont caractérisés par les propriétés suivantes :

— ils sont capables de réagir avec une grande variété d’espéces réactives,

— ils sont présents en quantité suffisante dans les cellules : la plupart des EROs ayant
une demi-vie courte, la probabilité qu’ils réagissent avec un antioxydant donné est
proportionnelle a la concentration de ce dernier,

— ils sont synthétisés de maniére endogéne ou apportés par I'alimentation (Arrigoni et
De Tullio, 2002; Rose et Bode, 1993).

La régulation endogene des EROs est principalement effectuée par des enzymes qui peuvent
neutraliser directement les EROs mais d’autres systéemes non enzymatiques existent

également tels que le glutathion et I'ubiquinone.

a. Les superoxydes dismutases (SOD)
Les enzymes de type SOD sont des métalloprotéines qui permettent d’éliminer I'anion
superoxyde. A ce jour, trois types de SOD ont été découvertes. La SOD1 a cofacteur Zn** ou
2+

Cu®* est une enzyme dimérique de 32 kDa présente dans le cytosol, la SOD2 a cofacteur Mn

est un tétramere de 96 kDa présent dans les mitochondries. La SOD3 extracellulaire a
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cofacteur Zn®" ou Cu®"est présente dans les fluides cellulaires comme la lymphe, le plasma
ou encore le liquide synovial (Matés et al., 1999). Ces enzymes catalysent la dismutation de

I'anion superoxyde en dioxygéne et peroxyde d’hydrogéene comme indiqué ci-dessous :

0"+ 0" + 2H = O, + H,0,

b. La catalase
La catalase est une protéine héminique tétramérique de 240 kDa, principalement
localisée dans les peroxysomes et la mitochondrie (Matés et al., 1999). Elle a une action
complémentaire de celle de la SOD car elle catalyse la réduction du peroxyde d’hydrogéne

en dioxygene et en eau selon la réaction indiquée ci-dessous :

2H,0, =— 2H,0 + O,

c. Les glutathion peroxydases (GPx)

Les enzymes de type GPx sont des enzymes a cofacteur sélénium présentes dans le
cytosol et la mitochondrie. Il existe cing isoformes mais leurs niveaux d’expression varient en
fonction des tissus. Ainsi, les GPx1 et 4 sont ubiquitaires tandis que les GPx2, 3 et 5 sont
respectivement présentes dans le tractus gastro-intestinal, le plasma et I'épididyme (Dasuri
et al., 2013; Matés et al., 1999). Ces enzymes permettent la réduction du peroxyde
d’hydrogéne en eau et des hydroperoxydes en alcools selon les réactions indiquées ci-

dessous :

H,0O; + 2GSH = H,0 + GSSG

LOOH + 2GSH ===—p LOH + GSSG
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d. Autres systémes non enzymatiques
- Le glutathion

Le glutathion est un tripeptide constitué de glutamine, de cystéine et de glycine qui existe
sous forme oxydée ou réduite. Il est localisé dans trois compartiments cellulaires : le cytosol
(80-85%), les mitochondries (10-15%) et le réticulum endoplasmique (>1%).

La forme réduite, qui constitue 98% du glutathion intracellulaire, participe a I'action
antioxydante en éliminant directement les EROs ou en tant que cofacteur des enzymes GPx.
Le glutathion peut étre ensuite régénéré par les glutathion réductases, enzymes a cofacteur
NADPH (Brigelius-Flohé et Maiorino, 2013; Lu, 2013).

- L'ubiquinone

Aussi appelée coenzyme Q, cette molécule liposoluble est majoritairement présente dans
la mitochondrie car elle intervient dans la synthése d’ATP en permettant le transport des
électrons le long de la chaine respiratoire mitochondriale. Le coenzyme Q protéege les
membranes de I|'oxydation en neutralisant les hydroperoxydes et en permettant Ia

régénération du tocophérol (Crane, 2001; Nerdal et al., 2015).

D’autres molécules endogénes comme I'acide lipoique, I'arginine ou encore la

transferrine peuvent avoir une action antioxydante avec des mécanismes similaires a ceux

énoncés ci-dessus (Dasuri et al., 2013).
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Chapitre Il. Les antioxydants dérivés des nitrones

1. Généralités

L'utilisation d’antioxydants de synthése pour piéger les radicaux libres est trés répandue
dans lI'industrie cosmétique et agroalimentaire car la dégradation des AGPI peut conduire a
une détérioration des qualités organoleptiques des produits (Carocho et Ferreira, 2013; Lee
et al., 2006).

Pour garantir une durée de vie suffisante a leurs produits, les industriels ont recours a de
nombreuses molécules de synthése (Shahidi et Ambigaipalan, 2015). Parmi ces composés,
I’hydroxyanisole (BHA) et [I'hydroxytoluene butylés (BHT) ou encore le tert-
butylhydroquinone (TBHQ) sont les plus utilisés dans I'industrie agroalimentaire alors que le
propyl gallate (PG) et l'octyl gallate (OG) (Cf. figure 1) sont couramment utilisés en
cosmétique (Fernandez et al., 2012; Sanhueza et al., 2000). L’ajout de ces molécules permet
de conserver la fraicheur, la valeur nutritive, la saveur et la couleur des produits.

En outre, d’autres molécules ont été développées dans le but d’améliorer certaines
propriétés des molécules naturelles. C'est le cas de I'acide 3,4-dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-
tétraméthyl-2H-1-benzopyran-2-carboxylique (Trolox), analogue de la vitamine E qui
présente la particularité d’étre plus soluble dans I'’eau que cette derniére.

Comme la plupart des EROs sont générées en milieu aqueux et que le Trolox est soluble
dans I'eau (au contraire de la vitamine E), plusieurs chercheurs s’en sont servis pour lutter
contre le stress oxydant en milieu biologique. Ainsi, il a été démontré que le Trolox est
capable de protéger les thymocytes de |'apoptose induite par le peroxynitrite (Salgo et
Pryor, 1996) et le peroxyde d’hydrogéne (Forrest et al., 1994) ou encore de préserver les
coeur des rats de I'ischémie (Sagach et al., 2002). En outre, le Trolox est considéré comme un

antioxydant de référence (Gllgin, 2006). En effet, le test de capacité antioxydante
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équivalente au Trolox (TEAC) est fréguemment utilisé pour évaluer I'activité globale des
denrées alimentaires pour lesquelles une évaluation individuelle des antioxydants est
difficile car mélangés au sein d’'une matrice (van den Berg et al., 1999).

D’autres molécules chimiques comme les nitrones sont également utilisées pour piéger
les radicaux libres en milieu biologique. Ces molécules possedent des propriétés particuliéres

qui seront abordées dans les paragraphes suivants.

o~ OH
OH
BHT

BHA TBHQ
OH o)
HO HQ O T TN o)
Hob\“,o\/\ Hp)L HO o
o} OH o
PG 0G Trolox

Figure 1. Formules chimiques d’antioxydants de synthése fréquemment utilisés dans I'industrie et en milieu
biologique.

2. Les molécules piéges ou « spin traps »

Par définition, les radicaux libres sont des espéces qui possedent au moins un électron
non apparié sur leur couche externe. La présence d’électrons non appariés confere a ces
espéces des propriétés paramagnétiques. Ainsi, sous l'effet d’un champ magnétique
extérieur, ces radicaux acquierent une aimantation dirigée dans le méme sens que le champ
d’excitation. Ces propriétés constituent la base de la résonance paramagnétique
électronique (RPE), technique utilisée pour détecter et identifier les radicaux libres
transitoires intervenant dans la majorité des réactions chimiques (Chachaty, 1977).

Aussi appelée résonance de spin électronique, la RPE posséde une limite de détection

comprise entre 0,01 et 1 uM, ce qui rend difficile la détection des radicaux libres in vivo.
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En effet, la demi-vie et la concentration des radicaux libres en milieu biologique étant
faibles, ils n’atteignent quasiment jamais les concentrations requises pour étre détectés par
RPE. Pour pallier ce probléeme, de nombreux auteurs se sont tournés vers la technique du
piégeage de spins (« spin trapping ») qui consiste a faire réagir les radicaux libres avec des
molécules pieges (« spin traps »). Les molécules piéges sont capables de former une liaison
covalente avec des radicaux instables ce qui aura pour effet de former des espéces
radicalaires plus stables que les radicaux d’origine (Cf. figure 2B). Les nouveaux radicaux
formés ayant une demi-vie plus importante que les radicaux initiaux, ils sont plus facilement

détectés par RPE (Finkelstein et al., 1980).

H O
A | |+
X=C=N-Y
H O' H O-
& | T+ | ol
B R + X-C=N-Y— X- Ny
. R
Free Radical Nitrone Nitrone Spin Adduct
(unstable) (stable)
H o} (|3H3
c a-Phenyl-reri-butyl Nitrone [l\.|+ ? CH3
(PBN) CH,

Figure 2. Les nitrones et leurs propriétés. (A) Structure générale des nitrones, (B) Réaction de piégeage des
radicaux, (C) Formule chimique de la PBN. Adapté de (Floyd et al., 2008).

Les nitrones, en particulier, I'a-phenyl-N-tert-butyl nitrone (PBN) et la dimethyl-1-
pyrroline N-oxide (DMPO), font partie des composés les plus utilisés en tant que molécules
pieges. La PBN étant plus hydrophobe (Janzen et al., 1996), sa capacité a diffuser a travers
les membranes est plus élevée. Ainsi, de nombreux auteurs considerent que la PBN est un

meilleur candidat pour piéger les radicaux libres en milieu biologique.
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Les études in vitro menées par Fevig et Thomas vont en ce sens (Fevig et al., 1996;
Thomas et al., 1996). Ces derniers ont évalué la capacité de nitrones a protéger des
liposomes de phosphatidylcholine de blé grace au dosage des TBARS. Les résultats obtenus
ont mis en évidence une corrélation entre les propriétés hydrophobes et ['efficacité
antioxydante : plus le composé est hydrophobe, meilleure est la protection contre les
radicaux.

En outre, la PBN présente I'avantage d’étre moins toxique que la DMPO. En effet, la
concentration causant la mort de 50% des cellules bovines (ICsg) a été évaluée a 9,4 mM
pour la PBN et 138 uM pour la DMPO (Kotake et al., 1998).

L'utilisation de la PBN en tant qu’agent thérapeutique dans des modeéles animaux
remonte aux années 1980. En effet, Novelli et ses collaborateurs ont montré qu’une
injection de PBN protégeait les rats d’'une mort certaine causée par un choc ischémique et
une injection d’endotoxine (Novelli et al., 1989, 1986).

Depuis, d’autres chercheurs ont mis en évidence chez les rats la capacité de la PBN a
prévenir les dommages auditifs (Rao et Fechter, 2000), occulaires (Ranchon et al., 2001) ou
encore les dysfonctionnements rénaux causés par un stress oxydant récurrent (Cadenas et
Barja, 1999). Plus récemment, des études menées in vivo ont montré que la PBN favorise la
guérison de diverses pathologies comme les maladies neurodégénératives, cardiovasculaires

ou encore les cancers (Floyd et al., 2008).

3. Mode de fonctionnement de la PBN

Bien que I'utilisation de la PBN en milieu biologique soit répandue, son mode d’action n’a
pas encore été élucidé. Puisque la PBN est capable de piéger de nombreux radicaux

transitoires, plusieurs auteurs ont attribué ses effets biologiques a cette propriété (Ferger,
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2000). Pour mieux comprendre le mode d’action de la PBN, Barclay et Vinqvist ont étudié in
vitro 'effet de la pression partielle du dioxygene sur sa capacité a piéger les radicaux
(Barclay et Vingvist, 2000). Les expériences réalisées avec des liposomes de DLPC ont montré
gue la PBN ne se comporte pas comme un antioxydant de type briseur de chaine (de
I'anglais «chain breaker antioxidant»). En effet, ces derniers inhibent I'oxydation des lipides
en ralentissant la consommation de dioxygéne. Une fois I'antioxydant consommé, la
consommation de dioxygéne retourne rapidement a son niveau initial. En revanche, en
présence de PBN, la consommation de dioxygene ralentit [égérement par rapport au témoin,
mais elle ne retourne pas a son niveau initial. Cet effet a été observé plus récemment avec
des liposomes de phosphatidylcholine de blé (Arshad et al., 2013). Comme Barclay et

Vinqvist, les auteurs ont qualifié la PBN d’antioxydant retardateur (Cf. figure 3).

Oxygen absorption.

Inhibitor
Time,

Figure 3. Effet d’un antioxydant retardateur sur la consommation de dioxygéne. Tiré de Waters et Wickham-
Jones, 1951.
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Plusieurs études ont mis en évidence les effets de la PBN sur |’expression de divers genes
(Kotake, 1999). La PBN serait capable de protéger les rongeurs d’un choc a I'endotoxine en
inhibant I'expression des facteurs de nécrose tumorale (TNF-a et ), de l'interféron (INF-y),
de certaines interleukines (IL-1, 3, 4 et 5) et du facteur de transcription NF-xB (Pogrebniak et
al., 1991; Sang et al., 1999).

Plus récemment, Tomita et ses collaborateurs ont suggéré que I'activation des génes AP-1
et c-fos constitue I'évenement clé a l'origine de I'effet protecteur de la PBN (Tomita et al.,
2005). En effet, ils ont montré que sous l'effet d’un stress lumineux, les cellules rétiniennes
des rats meurent par apoptose. Les expériences d'immunohistochimie et de Western Blot
ont révélé une surexpression des genes AP-1 et c-fos mais pas du géne de la caspase 3. Ces
protéines sont impliquées dans la régulation de processus cellulaires comme Ia
différentiation ou encore I'apoptose car elles permettent aux cellules de répondre a divers
stimuli externes.

En revanche, suite a un prétraitement avec la PBN, |'expression d’AP-1 et c-fos est inhibée
et les cellules rétiniennes survivent, méme si elles sont soumises a un stress lumineux. Ainsi,
in vivo, la PBN n’est pas qu’un piégeur de radicaux, elle agirait aussi comme un facteur de

transcription capable de réguler I'expression de génes impliqués dans I'apoptose.

La plupart des études menées avec la PBN ont été faites en milieu biologique. Ainsi, peu
de travaux relatent son activité directe contre la peroxydation lipidique. Néanmoins, Velasco
et ses collaborateurs ont montré que la PBN peut étre utilisée pour augmenter la stabilité
oxydative des huiles (Velasco et al., 2005). Les résultats obtenus par résonance de spin
électronique ont permis de montrer que I'effet de la PBN varie selon 'huile utilisée et sa

teneur initiale en vitamine E. Plus la concentration en vitamine E est faible, plus la PBN est
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efficace contre les radicaux peroxyles. Les auteurs ont attribué cet effet a un phénomene de
compétition entre ces molécules, d( aux différences entre leurs constantes de vitesses,
estimées a 1,34*10™ Ms™ pour la PBN contre 5.10" M's™ pour la vitamine E (Barclay et
Vingvist, 2000). Plus récemment, Pingret et ses collaborateurs ont utilisé la PBN pour mettre
en évidence les effets néfastes des sondes a ultrasons sur la dégradation des huiles (Pingret
et al., 2012).

Il a été démontré que la PBN est capable de protéger les souris d’'une dégradation
neuronale causée par une exposition a I'acide kainique (Zaja-Milatovic et al., 2008). Le suivi
de l'apparition des isoprostanes F, et F;, bio-marqueurs de I'oxydation des lipides in vivo
(Cracowski, 2004), a permis aux auteurs d’évaluer |'effet de la PBN sur les symptdmes causés
par I'acide kainique.

Les résultats obtenus par spectrométrie de masse indiquent qu’une injection de PBN
permet de diminuer les crises d’épilepsie et les convulsions causés par la dégradation des
membranes neuronales. Puisque la PBN ne diminue pas 'intensité des crises, les auteurs ont
suggéré que ses effets protecteurs seraient dus a sa capacité a capturer les EROs. La
protection des lipides diminuerait la dégradation des membranes, ce qui limiterait les

dommages neuronaux.

4. Les nitrones amphiphiles

Bien que la PBN soit un peu plus hydrophobe que la DMPO, sa capacité a s’ancrer dans les
membranes reste faible. En outre, la réaction de piégeage des radicaux étant en compétition
avec d’autres réactions (réduction monoélectronique, décomposition...), il convient d’utiliser
des concentrations importantes de PBN (10 a 100 mM) pour favoriser la capture des EROs et

obtenir une activité protectrice significative (Floyd et al., 2008; Patrick, 2014). Pour palier ces
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problemes et mieux contréler la biodisponibilité in vivo de la PBN, plusieurs chercheurs ont
modifié ses propriétés chimiques (Kuroda et al., 1999; Thomas et al., 1996).

Depuis le début des années 2000, le Dr Grégory Durand et I'équipe de Chimie
Bioorganique et systémes amphiphiles de I'Institut des Biomolécules Max Mousseron (UMR
5247 CNRS) se sont spécialisés dans la synthése de nitrones amphiphiles dérivées de la PBN.

L’ajout de groupements hydrophiles et/ou hydrophobes de nature différente a permis de
modifier le profil d’hydrophobicité de la PBN. Dans la stratégie de synthese utilisée par
I’équipe, I'acide lactobionique (Cf. figure 4) a le plus souvent été utilisé comme groupement
hydrophile. L’ajout de groupements hydrophobes de nature différente a permis de
synthétiser plusieurs dérivés. Ainsi, on distingue quatre principales catégories de nitrones
amphiphiles.

CH,0H

OH

e COOH
CH,0H

OH 0
OH OH

OH

Figure 4. Formule chimique de I'acide lactobionique. Tiré de Gutiérrez et al., 2012.

— Les nitrones acylées
Dans un premier temps, des nitrones possédant deux chaines acyles de 11 et 17 carbones
(B11PBN et B17PBN, Cf. figure 5) ont été synthétisées (Morandat et al., 2003). L’ajout de deux
groupements hydrophobes a été fait avec I'objectif de permettre aux composés de s’insérer
et de rester dans les membranes. Une fois enfoui dans les membranes, le motif PBN devrait

permettre une meilleure protection des phospholipides membranaires. Les expériences de
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tensiométrie de surface réalisées avec la DLPC et la DLPE ont permis de montrer que le
composé By, présente des interactions répulsives avec ces lipides contrairement au composé
B,7. Suite a ces résultats, les auteurs ont suggéré que By; devrait étre un meilleur antioxydant
que Bi;.

Plus récemment, deux autres nitrones by-acylées, avec des chaines acyles de longueur
intermédiaire (B13PBN et B;sPBN, Cf. figure 5) ont été synthétisées (Ortial et al., 2014). Les
expériences de stress oxydant ont montré que les quatre composés présentent une activité
protectrice mais qu’elle varie selon le systeme biomimétique utilisé.

0]
/\'\‘“N’R
O H

\
Ho o\ o K.

=N"_ T R

_—OH o} o]
HO OH ao 9 B1PBN R=CiiHy
/O B13PBN R= C13H27
HO 0 H B1sPBN R = CqsHa;
OH OH By7PBN R = Cy7Hzs

Figure 5. Formule chimique des nitrones bi-acylées. Tiré de Ortial et al., 2014.

D’autres nitrones, ne possédant qu’une chaine acyle, ont été synthétisées avec I'objectif
d’améliorer la biodisponibilité de la PBN et de conserver sa capacité a traverser les
membranes (Cf. figure 6). L’ajout d’'une seule chaine acyle devrait permettre aux composés
de traverser la membrane plasmique pour rejoindre la mitochondrie, responsable de 90% de
la production d’EROs (Lushchak, 2014).

Ainsi, de nombreux dérivés comme le LPBNAH (Poeggeler et al., 2005), le LPBNSH
(Asanuma et al., 2007), le TGPBNAH (Durand et al., 2007) ou encore le LPBNH15 (Durand et

al., 2010). Des tests préliminaires ont été réalisés avec la plupart des dérivés sur des

24



Rappels bibliographiques

systemes biologiques. De maniere générale, ces derniers présentent une activité

antioxydante beaucoup plus importante que celle de la PBN.
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Figure 6. Formule chimique de nitrones mono-acylées. Tiré de Asanuma et al., 2007; Durand et al., 2010,
2007 et de Poeggeler et al., 2005.
— Les nitrones fluorées

De maniere générale, ces nitrones sont similaires aux nitrones mono-acylées, sauf que
leur chaine acyle présente la particularité d’étre perfluorée. L'ajout d’'une chaine carbonée
fluorée présente l'avantage de limiter l'effet cytolytique des dérivés car les chaines
perfluorées présentent un effet détergent moindre que leur équivalent carboné (Der
Mardirossian et al., 1998). A titre d’exemple, I'utilisation de surfactants perfluorés permet
de purifier des enzymes membranaires en conservant une activité enzymatique élevée
(Talbot et al., 2009). De plus, comme la contribution hydrophobe d’un groupement
difluorométhyléne est deux fois plus importante que celle d’un groupement méthyléne
(Kissa, 1994), les chaines fluorées permettent d’augmenter plus rapidement le caractére
hydrophobe tout en conservant la solubilité en milieu agueux.

Ainsi, plusieurs dérivés a chaines courtes (entre 6 et 8 carbones) comme le TA1PBN (Ouari

et al., 1999), le FAPBN (Ortial et al., 2006) ou encore le LPBNAF (Durand et al., 2007) ont pu
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étre synthétisés (Cf. figure 7). Comme pour les nitrones acylées, les tests d’activité
antioxydante ont révélé que ces composés présentent une efficacité bien plus élevée que la

PBN.

HOOH ) F_F_F _F
Lo )iy FI1FLF A\FFF O N~
Ho&/ﬁro o HW F HOOH OH O CeF 13
HOOH y F ETFF o OH
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Hou,“ g i "o or© on " 3

Si© 0)\/ N N N o 0 H C|)+
o} H =N - =N
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TA1PBN H K FAPBEN \]<

LPBNAF, R = NHCOC,H,CgF13
Figure 7. Formule chimique de nitrones fluorées. Tiré de Durand et al., 2007; Ortial et al., 2006 et de Ouari et
al., 1999.
— Les nitrones dérivées du cholestérol

Les stéroides étant impliqués dans de nombreux processus biologiques, plusieurs
chercheurs ont synthétisé des nitrones dérivées du cholestérol (Weintraub et Tiernan, 1974).

Plus récemment, deux nouveaux dérivés, le chol-PBN-L et le L-PBN-chol ont été
synthétisés avec un groupement cholestérol (Cf. figure 8), avec I'objectif d’améliorer le profil
d’hydrophobicité et I'affinité de la PBN pour la membrane. Ces dérivés, qui ne different que
par la position des substituants sur la PBN, ont été testés sur des rats. L'analyse des cellules
rétiniennes de rats a la suite d’une exposition a un stress lumineux a révélé que I'effet

protecteur de ces molécules est supérieur a celui de la PBN (Choteau et al., 2010).
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Figure 8. Formule chimique du chol-PBN-L et du L-PBN-chol. Tiré de Choteau et al., 2010.

— Les nitrones a double motif antioxydant

Des nitrones mixtes ont été synthétisées avec |'objectif de créer un effet de synergie
entre deux antioxydants (Cf. figure 9). Ainsi, le dérivé PBNLP combine a la fois le dérivé
LAMPBN et l'acide lipoique, antioxydant endogene qui fait ici office de groupement
hydrophobe (Durand et al., 2003). Bien que les tests d’oxydation réalisés sur des hématies
aient permis de montrer que ce dérivé possede une activité antioxydante significative, il
s’avere qu’aucun effet de synergie entre le LAMPBN et I'acide lipoique n’ait été observé. En
effet, I'activité antioxydante du dérivé PBNLP n’est que légérement significative a celle du
LAMPBN et de I'acide lipoique.

Le FATXPBN, dont la synthése a été mise au point plus récemment (Rosselin et al., 2016),
possede un motif PBN et un motif Trolox, analogue synthétique de la vitamine E. Les tests

d’activité antioxydante menés in vitro et ex vivo ont montré que ce composé est capable de
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réduire 98% des cations ABTS et de protéger une aorte de rat exposée a un stress

glycémique, I'hyperglycémie favorisant I'expression de la NADPH oxydase.
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Figure 9. Formule chimique de nitrones a double motif antioxydant. Tiré de Durand et al., 2003 et de Rosselin
etal., 2016.
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Chapitre lll. Les antioxydants de la plante de lin

1. Laplante delin

Le lin est une plante annuelle autogame de la famille des Linacées particulierement
cultivée pour sa haute teneur en fibres et en huile (Cf. figure 1). C'est I'une des premieres
plantes domestiquées par I’homme, les premieres traces de son utilisation datent de 8 000
ans avant JC en Turquie (van Zeist et Bakker-Heeres, 1975).

Il existe plus de 200 espéces de lin, dont la plus connue est Linum usitatissimum
(Diederichsen, 2007). Deux variétés sont fréquemment cultivées : la variété fibre (« flax
type ») pour sa paille riche en fibres et la variété oléagineuse (« linseed type ») pour ses
graines riches en huile. D’'un point de vue phénotypique, la différence entre les deux se situe
au niveau du tronc. Le lin oléagineux possede plus de ramifications au niveau des branches,

d’ou une production plus importante de graines.

Lin en floraison

Plante de lin

Figure 1. Plante de lin. Tiré de Gonser et al., 1999.
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La culture du lin est particulierement développée en France. Ainsi, la surface de lin
cultivée représente 57 000 hectares pour le lin fibreux et 12 000 hectares pour le lin
oléagineux avec des productions respectives de 74 000 et 16 000 tonnes, ce qui fait de la
France le premier producteur mondial de lin fibreux et le troisieme producteur européen de
lin oléagineux en 2014 (FAOSTAT, 2017). En 2009, la production se concentre surtout dans le
centre (35%), I'Ouest-Atlantique (35%) et le Nord (12%) (Labalette et al., 2011).

L'utilisation des fibres pour la fabrication de vétements remonte a 5 000 ans, les
égyptiens s’en servant pour fabriquer des tissus et embaumer les momies. Cependant, avec
I’essor du coton (85% de la consommation mondiale de textile dés les années 1930), la part
du lin dans l'industrie textile a considérablement diminué a tel point qu’aujourd’hui, le lin est
considéré comme un tissu noble (Gonser et al., 1999).

Le regain d’intérét observé depuis les années 1990 est d( a une diversification des usages
de la fibre de lin. En effet, de par leurs propriétés mécaniques (bonne résistance a la rupture
et faible densité), les fibres de lin sont de plus en plus utilisées par les industriels pour
fabriquer des matériaux composites. Ainsi, les fibres de lin sont utilisées pour fabriquer des
cadres de vélos, des papiers spéciaux ou des matériaux isolants (Akin et al., 2005; Czemplik,

M., 2011; Flynn et al., 2016).

2. Lagrainedelin

Les graines de lin sont contenues dans des capsules qui peuvent contenir jusqu’a 10
graines. Elles sont ovales, avec une taille moyenne comprise en 4 et 6 mm (Cf. figure 2). La
graine de lin est constituée de 30 a 40% d’huile, 20 a 25% de protéines et de 20 a 28% de

fibres (Acikgoz et al., 2004; Dixit et al., 2012).
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Figure 2. Coupe d'une graine de Lin. Tiré de Shim et al., 2014.

L'intérét croissant pour le lin oléagineux est du a son huile riche en acides gras insaturés
qui lui conferent des propriétés siccatives (Cf. Tableau 1). De ce fait, I'huile de lin est
fréquemment utilisée pour la fabrication de peinture et d’encre car I'oxydation des acides
gras insaturés permet une polymérisation et un séchage plus rapide (Labalette et al., 2011).

Cependant, les graines de lin sont surtout utilisées dans le domaine agroalimentaire car
les AGPI présents dans I'huile ont des effets bénéfiques sur la santé. En effet, certains AGPI

essentiels comme I'acide linoléique (®-6) et linolénique (®m-3) ne peuvent étre synthétisés
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par 'homme (Calder, 2014). Par ailleurs, une fois I'huile extraite, les tourteaux dégraissés

peuvent aussi étre valorisés par I'alimentation animale.

Tableau 1. Profil des acides gras présents dans I'huile de lin. Tiré de Shim et al., 2014.

Acid Palmitique | Stéarique Oléique Linoléique | Linolénique
cide
16:0 18:0 18:1, -9 18:2, -6 18:3, -3
Pourcentage
. 5,5 3,5 19,1 15,3 56,6
massique

3. Les composés phénoliques présents dans la graine de lin

a. Généralités sur les composés phénoliques

Les graines de lin contiennent aussi des composés phénoliques qui interviennent dans la
défense antimicrobienne de la plante. Ces métabolites secondaires, localisés dans les
téguments (spermoderme et épiderme) de la graine, sont issus du métabolisme de I'acide
shikimique (Quideau et al., 2011). A partir d’intermédiaires issus de la glycolyse (phospho-
énol-pyruvate) et de la voie des pentoses phosphates (erythrose-4-phosphate), les plantes
vont synthétiser I'acide shikimique puis le chorismate qui servira de précurseur a la synthese
des acides aminés aromatiques (Cf. figure 3). Ces derniers serviront de précurseurs a la
synthése de diverses molécules. Le tryptophane permettra la synthése de composés
antimicrobiens tandis que la phénylalanine et la tyrosine serviront de précurseurs a la

synthése des composés phénoliques (Maeda et Dudareva, 2012).
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Figure 3. Voie de I'acide shikimique chez les plantes. Adapté de Weaver et Herrmann, 1997.
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D’un point de vue structurel, les composés phénoliques possedent au moins un cycle
phényle et n"ont pas de groupement fonctionnel azoté. En 2009, plus de 8000 composés
phénoliques ont été identifiés (Pandey et Rizvi, 2009). Bien qu’il existe une base commune,
plusieurs déterminants structuraux permettent de différencier les composés phénoliques.
Dans un premier temps, le squelette carboné de base permet d’identifier six grandes
catégories: les acides phénoliques, les flavonoides, les stilbénes, les coumarines, les lignanes

et les tannins (Cf. figure 4).

IAntioxydants phénoliques I

! l l | | }

I Acides phénoliques I I Flavonoides I I Stilbénes I ICoumarinesI I Lignanes I I Tannins I
(Ce-C3-Ce) (Ce-C2-Ce) (Ce-Ca) (Cg-C3-C3-Cg) (Ce-C3-Celn
Resveératrol Sécoisolaricirésinol
1 1 Pinosylvine Pinorésinol
Laricirésinol
Acides Acides
Hydroxybenzoiques Hydroxycinnamiques
(Cg-Cq) (Ce-C3) 1 1
Acide Acide - - -
Gallique Cafféique ITannlns hydrolysables I I Tannins condensés I
Vanilliqgue Férulique Ellagitannins Monomeéres
Syringique Coumarique Gallotannins Dimeres, Triméres
Polymeres
R } }

I Flavonols I IFIavononoIsI IFIavones I I Flavanols I I Flavanonesl IAnthocyanidinesI I Isoflavono'l'desl

Quercétine
Kaempférol

Engélétine

Lutéoline
Chrysine

Catéchine

Epicatéchine

Naringinine
Eriodictyol

Génistéine
Glycitéine

Cyanidine
Leucocyanidine

Figure 4. Les différentes classes de composés phénoliques. Entre parenthéses le squelette carboné de base.
Adapté de Shahidi et Ambigaipalan, 2015.

Les flavonoides, les acides phénoliques et les lighanes sont les trois types de composés

phénoliques présents dans le lin (Alu’datt et al., 2013).
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b. Les flavonoides
Avec plus de 6 000 molécules identifiées a ce jour, les flavonoides sont les composés
phénoliques les plus répandus et les plus étudiés. Le squelette de base est celui du
diphénylpropane (Cs-C3-Cg), au sein duquel deux cycles phényles (A et B) sont reliés par trois

atomes de carbone qui forment généralement un hétérocycle (C) (Cf. figure 5).

Figure 5. Squelette de base des flavonoides.

Selon le nombre de groupements méthoxyles, hydroxyles et leur position, les flavonoides
sont généralement répartis en sept classes : les flavonols, les flavononols, les flavones, les
flavanols, les flavanones, les anthocyanidines et les isoflavonoides (Cf. figure 6).

Les flavones et les flavonols sont tous deux caractérisés par la présence d’'une double
liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C ainsi que par la présence d’un groupement
carbonyl en position 4. Cependant, la présence d’'un hydroxyle en position 3 chez les
flavonols permet de différencier ces deux sous-classes. Les flavononols et les flavonones ont
respectivement la méme structure de base que les flavonols et les flavones, sauf que ces
flavonoides n’ont pas de double liaison entre les carbones 2 et 3 du cycle C. Les flavanes
comme les anthocyanines n’ont pas de groupement carbonyle en position 4 du cycle C. Les
flavanols présentent la méme structure que les flavanes avec en plus un hydroxyle en

position 3. Pour finir, les isoflavonoides différent des autres flavonoides par la position du
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cycle phényle B sur I’'hétérocycle C. En effet, de maniere générale, le cycle C est substitué par
le cycle B en position 3 alors que chez les isoflavonoides cette substitution s’effectue en

position 2 (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).

PR

Isoflavones o
Flavanones

Flavonols Flavononols Flavanols

Figure 6. Squelette de base des sous-classes des flavonoides. Adapté de Pandey et Rizvi, 2009 et de Shahidi
et Ambigaipalan, 2015.

Les flavonoides sont majoritairement présents dans les plantes sous forme de glucosides
mais les aglycones peuvent étre présents de fagcon occasionnelle. Les flavonoides sont tres
répandus dans le monde végétal mais sont présents en faible quantité dans le lin. La
guantité de flavonoides présents dans le lin varie selon les conditions de culture mais reste
tres faible. En général on retrouve entre 0,3 et 0,7 g de flavonoides par kg de lin (Kasote,

2013).

c. Les acides phénoliques
Les acides phénoliques sont largement répandus dans le monde végétal. Ills peuvent étre
divisés en deux classes : les dérivés de I'acide benzoique qui ont un squelette de base de
type Cs-C; et les dérivés de I'acide cinnamigue ayant un squelette de base de type Cg-Cs (Cf.

figure 7).
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De maniére générale, les acides hydroxycinnamiques sont plus répandus que les acides
hydroxybenzoiques qui ne sont présents en grande quantité que dans certains végétaux

comme le radis noir et I'oignon (Shahidi et Naczk, 1996).

Ry

o Acide Ri1 R2 R3
/ p-Hydroxybenzoigque HO H H
Ry Vanillique OCHs OH 3
OH Syringique OCH; OH OCH;
Rs Gallique OH OH H
Acide hydroxybenzoique
Ry
Acide Ri1 R2 R3
R, Q p-Coumarique HO H H
\ .
/ Cafféique OH OH H
Férulique OCH; OH H
Rs oH Sinapique OCH;  OH OCH;

Acide hydroxycinnamique

Figure 7. Formule générale des acides phénoliques.

Ces composés, synthétisés par les substitutions successives de la phénylalanine ou de la
tyrosine, comptent parmi les acides phénoliques les plus répandus avec l'acide sinapique
dans le monde végétal (Shahidi et Ambigaipalan, 2015).

Les acides phénoliques sont présents en faible quantité dans le lin. En effet, dans 1 kg de
lin on en retrouve environ 8 a 10 g dont la moitié est estérifiée (Alu’datt et al., 2017). L’acide
férulique est le plus abondant, devant I'acide coumarique et I'acide caféique (Wang et al.,
2017). L'acide coumarique est un précurseur majeur de la synthése des autres acides
hydroxycinnamiques (Cf. figure 8). Ce dernier peut étre directement généré par la
désamination de la tyrosine. Dans le cas de la phénylalanine, la désamination aboutit a la
formation de l'acide cinnamique qui sera ensuite hydroxylé en position quatre. L’acide
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caféique et I'acide férulique sont formés par I’"hydroxylation et la méthylation successives de
I'acide coumarique. Ces composés sont présents dans le lin sous forme libre, glucoside ou

estérifiée par I'acide quinique (Robbins, 2003).

COOH COOH

Phenylalanine Cinnamic acid
COOH COOH COOH
f f i i OCH3 CH30‘ :E "OCH3
Tyrosine Coumaric acid Caffeic acid Ferulic acid Sinapic acid

Figure 8. Voie de biosynthése des acides hydroxycinnamiques. Adapté de Rice-Evans et al., 1996.

d. Leslignanes
Les lignanes sont des composés phénoliques dont le squelette de base (Ce-C5-C3-Cg) est
constitué de deux unités phénylpropane. lls sont répartis en quatre catégories (Cf. figure 9) :
les lignanes, les lignolides (dérivés de la butanolide), les monoépoxylignanes (dérivés du
tétrahydrofurane) et les biepoxylignanes (dérivés du tétrahydronaphtaléne) (Shahidi et

Naczk, 2006).
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o)
O

Figure 9. Noyaux de base des lignanes. Tétrahydrofurane (Gauche), Butanolide (Milieu) et
Tétrahydronaphtaléne (Droite).

Les lignanes sont surtout présents dans les plantes riches en fibres telles que le blé,
I’'avoine et I'orge mais le lin est la plante qui en contient le plus. En effet, le lin contient en
moyenne 800 fois plus de lignanes que les autres plantes (Alu’datt et al., 2017). Avec une
guantité de SDG comprise entre 6 et 29 g par kg (Kasote, 2013), les lignanes semblent étre
les composés phénoliques les plus abondants du lin.

Dans la voie de biosynthese des lignanes (Cf. figure 10), I'alcool coniférylique constitue le
précurseur de départ. La condensation de ce dernier par la protéine dirigeante aboutit a la
formation de pinorésinol. L'ouverture successive des cycles centraux par la
pinorésinol/laricirésinol réductase permet la formation du laricirésinol puis du
sécoisolaricirésinol. Des lors, deux voies sont possibles : le sécoisolaricirésinol peut étre
oxydé en matairésinol par la sécoisolaricirésinol déshydrogénase ou étre glycosylé par la

sécoisolaricirésinol diglucosyl transférase.
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Figure 10. Voie de biosynthése du sécoisolaricirésinol. Adapté de Hano et al., 2006. PLR : pinoresinol-

lariciresinol reductase, DP oxidase: dirigent protein-oxidase complex, SD: secoisolariciresinol
dehydrogenase.

40



Rappels bibliographiques
Chapitre IV. Les effets protecteurs des composés phénoliques
Bien que le sujet soit controversé, plusieurs études épidémiologiques suggerent que les
composés phénoliques sont capables de prévenir I'apparition de diverses maladies comme le
diabete, les cancers, la maladie de Parkinson ou encore I'athérosclérose. Certains chercheurs
ont attribué ces effets a leur capacité a piéger les EROs. Cependant, il a également été
démontré que les composés phénoliques sont capables de modifier I'activité d’enzymes en
lien avec la production ou I'élimination des EROs. Ainsi, plusieurs modes d’action ont été mis
en évidence allant de la chélation des ions métalliques a I'inhibition d’enzymes produisant
des EROs.

1. Le mode d’action des composés phénoliques

a. Meécanismes intervenant en amont de la production des EROs

— La chélation des métaux

Les composés phénoliques peuvent avoir une action antioxydante en chélatant les ions
métalliques (Cu?*, Fe?*, Zn**, Fe*') qui interviennent dans les réactions d’Haber-Weiss et de
Fenton qui permettent la conversion de I'anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogéne en
radicaux hydroxyles.

La capacité des composés phénoliques a capturer les ions métalliques est due a la
présence d'un groupement catéchol (1,2-dihydroxybenzéne) ou galloyle (1,2,3-
trihydroxybenzéne) sur le squelette de base (Khokhar et Owusu Apenten, 2003; Moran et al.,
1997). Ainsi, parmi les composés phénoliques, les flavonoides et les acides phénoliques
constituent les principaux chélateurs de métaux. Les flavonoides sont capables de fixer les
ions métalliques grace au groupement catéchol du cycle B et grdace au couplage des

fonctions hydroxyles et cétones des cycles A et C (Cf. figure 1) (Pietta, 2000).
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Néanmoins, le groupement catéchol du cycle B reste le site de fixation majeur des ions

métalliques (Brown et al., 1998).

IR

HO, ¢
Me

Figure 1. Sites de chélation des ions métalliques des flavonoides. Tiré de Pietta, 2000.

Parmi les flavonoides, la quercétine est particulierement reconnue pour sa capacité a
piéger les ions métalliques. Ainsi, plusieurs études in vitro ont montré que ce composé
présente une activité antioxydante importante et est capable de former des complexes avec
des ions Cd2+(ChIebda et al., 2010; Kopacz et Kuzniar, 2003). Ferrali et ses collaborateurs ont
montré que la quercétine est capable de protéger les membranes des érythrocytes de
I'oxydation en régulant l'activité d’agents pro-oxydants par chélation des ions Fe?*
intracellulaires (Ferrali et al., 1997).

Comme indiqué par Rice-Evans et ses collaborateurs, la structure de base des acides
phénoliques est proche de celle du noyau B des flavonoides (Rice-Evans et al., 1996), ce qui
explique leur pouvoir chélatant. Andjelkovic et ses collaborateurs ont comparé la capacité a
chélater les ions Fe?* de sept acides phénoliques. Les résultats obtenus par spectroscopie
d’absorption indiquent que les acides caféique, gallique, protocatéchique et chlorogénique -

porteurs d’un groupement catéchol ou galloyle - sont capables de chélater les ions Fe**
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contrairement aux acides férulique, synringique et vanillique qui n’en n’ont pas (Andjelkovic
et al., 2006).

Bien que les flavonoides et les acides phénoliques soient les principaux chélateurs de
métaux, d’autres composés phénoliques peuvent aussi présenter cette activité. A titre
d’exemple, Fucassi et ses collaborateurs ont récemment montré, par des études in vitro, que
le SDG est capable de former des complexes avec des métaux de transition (Fe**, Cu**) ainsi

qu’avec des métaux lourds (Pb**) (Fucassi et al., 2014).

— L’inhibition d’enzymes produisant des EROs

Plusieurs études ont souligné la capacité des composés phénoliques a inhiber I'activité
d’enzymes productrices d’EROs. Ainsi, Cos et ses collaborateurs ont montré que la lutéoline
est I'inhibiteur le plus efficace de la xanthine oxydase (Cos et al., 1998). Plus récemment, Di
Majo et ses collaborateurs ont montré in vitro que des concentrations de 1uM de
quercétine, de kaempférol, de catéchine ou d’épicatéchine permettent de diminuer
significativement la production de peroxyde d’hydrogéne par inhibition de ['activité
enzymatique de la superoxyde dismutase (Di Majo et al., 2014).
Luceri et ses collaborateurs ont montré que les polyphénols extraits du thé ou du vin
inhibent la propagation du cancer du c6lon chez les rats en modulant I'expression d’enzymes
cibles. Ainsi, en présence de ces polyphénols, les niveaux d’expression de la cyclooxygénase
2 et de la NO synthase des cellules cancéreuses sont réduits, ralentissant ainsi la progression

tumorale (Luceri et al., 2002).
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b. Mécanismes intervenant en aval de la production des EROs

— L’activation d’enzymes éliminant les EROs

Les composés phénoliques peuvent avoir une action antioxydante indirecte, en activant la
production des enzymes détoxifiantes des cellules. A titre d’exemple, il a été reporté que
I’épigallocatéchine gallate, composé phénolique présent dans le thé vert, est capable
d’induire I'expression de la glutathion-S-transférase et de la glutathion peroxydase (Na et
Surh, 2008). De méme, une alimentation riche en flavonoides permet d’augmenter les
niveaux d’expression de la catalase et de la superoxyde dismutase dans les globules rouges

de rats (Kaviarasan et al., 2008).

— Le piégeage des EROs
Les composés phénoliques peuvent neutraliser les EROs en transférant un atome
d’hydrogéne a un radical hautement réactif afin de former une molécule plus stable. Le

transfert peut-étre direct et couplé au transfert d’'un électron comme indiqué ci-dessous :

ArO-H + R® =——» ArO°+ R-H

Le transfert peut aussi étre indirect. Deux mécanismes ont été décrits (Cf. figure 2). Le
premier consiste a céder un électron a un radical hautement réactif. Ceci entraine la
formation d’un radical phénoxyle cationique ArOH* et d’un anion R". Le cation ArOH™ va
ensuite se dissocier de matiére hétérolytique en radical phénoxyle ArO" et en proton H".
Pour finir, le proton H* va neutraliser I'anion R. Ce mécanisme de transfert peut étre
influencé par le potentiel d’ionisation des fonctions hydroxyles des composés

phénoliques. Ainsi, un potentiel d’ionisation est faible favorise le transfert d’électron.
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Le second mécanisme met séquentiellement en ceuvre la perte d’un proton et le transfert
d’un électron. Dans un premier temps, on observe la dissociation homolytique du noyau
phénoxyle ArOH en anion ArO™ et en proton H'. L’anion ArO™ va ensuite transférer un
électron a un radical libre ce qui aboutira a la formation d’un radical phénoxyle ArO" et d’'un

anion R qui sera neutralisé par un proton H* (Quideau et al., 2011; Trouillas et al., 2008).

La capacité d’un antioxydant a céder un atome d’hydrogene peut étre évaluée par la
mesure de |'énergie de dissociation d’une liaison (de I’anglais « Bond Dissociation Enthalpy
», BDE). Ce parametre traduit la capacité des hydroxyles des composés phénoliques a céder
un atome d’hydrogene. Plus le BDE est faible, plus le transfert vers les EROs sera facile
(Trouillas et al., 2008).

Plusieurs études ont mis en évidence une corrélation entre le BDE et la capacité des
composés phénoliques a piéger les radicaux libres et suggéré que le transfert d’atome
d’hydrogéne est le mécanisme prépondérant des composés phénoliques pour neutraliser les
EROs (Calliste et al., 2010).

Ainsi, les composés phénoliques peuvent inhiber I'oxydation des lipides en neutralisant la
formation des radicaux peroxyles dans la membrane. lls peuvent agir comme des briseurs de
chaine (de I'anglais «chain breaker antioxidant») en inhibant la propagation de Ia
peroxydation lipidique. Les radicaux phénoxyles formés présentent I'avantage d’étre moins
réactifs que les radicaux libres car stabilisés par la délocalisation des électrons (Shahidi et

Ambigaipalan, 2015).
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Electron transfer, proton transfer

ArO-H + R* ——> ArO-H "+ R"

Dissociation hétérolytique

ArO°+ R-H

Sequential proton-loss electron transfer

ArO-H — ArO + H+ Dissociation homolytique
ArO"+ R’ =—p ArO°+R"
R"+H* — R-H

Figure 2. Mécanismes indirects de détoxification des par transfert d'un atome d'hydrogéne. Transfert d’un
électron et d’un proton (haut), mécanisme séquentiel de perte d’un proton et de transfert d’électron (bas).

De nombreux auteurs se sont appuyés sur la capacité anti-radicalaire des composés
phénoliques pour étudier I'influence d’éléments structuraux sur le pouvoir antioxydant (Cao
et al., 1997; Karamac et al., 2017; Nenadis et al., 2003). De maniére générale, la présence de
glycosylations, de méthylations ainsi que le nombre et la configuration des groupements
hydroxyles influence I'activité antioxydante (Heim et al., 2002; Rice-Evans et al., 1996).

Plusieurs études ont montré que les composés phénoliques méthylés ou glucosides sont
moins efficaces que les versions non méthylées ou aglycones (Cai et al., 2006; Eklund et al.,
2005). En plus d’occuper des hydroxyles susceptibles de piéger des radicaux, les sucres et les
groupements méthyles modifient le caractére lipophile et la planéité des composés
phénoliques, ce qui altéere leur capacité a piéger les radicaux intra-membranaires (Heim et
al., 2002).

Par ailleurs, dans le cas des flavonoides, trois éléments structuraux (Cf. figure 3) sont

nécessaires pour que |'activité anti-radicalaire soit efficace (Prochazkova et al., 2011):
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— le cycle B doit posséder un groupement catéchol pour favoriser la délocalisation des
électrons,

— le cycle C doit posséder une double liaison entre les carbones 2 et 3 conjuguée avec
une fonction cétone en position 4,

— des fonctions hydroxyles doivent étre présentes sur le cycle A en position 3 et sur le
cycle C en position pour former des liaisons hydrogénes avec le groupement

carbonyle du cycle C en position 4.

Catéchol Doubles liaisons Fonctions hydroxyles

HO

Figure 3. Eléments structuraux des flavonoides nécessaires a I'efficacité antioxydante. Adapté de
(Prochazkova et al., 2011).

En outre, le degré de polymérisation peut aussi influencer I'activité des flavonoides. A
titre d’exemple, Vennat et ses collaborateurs ont montré que des dimeéres et trimeres de
procyanidine sont plus efficaces que les monoméres de flavonoides pour piéger le radical

superoxyde (Vennat et al., 1994).

2. Les bienfaits des composés phénoliques sur la santé

De nos jours, du fait de leur forte teneur en composés phénoliques, il est
particulierement recommandé de manger plusieurs fruits et légumes par jour pour rester en
bonne santé. L'organisation mondiale de la santé préconise un apport quotidien minimal de

400 g pour prévenir l'apparition de diverses pathologies. En effet, plusieurs études
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épidémiologiques font état d’'une diminution du risque de maladies avec une alimentation
riche en composés phénoliques (Del Rio et al., 2013). Les composés phénoliques seraient
particulierement efficaces contre les maladies cardiovasculaires. En effet, un régime
alimentaire riche en flavonoides diminuerait de 65% le risque de mortalité en cas de maladie
coronarienne (Arts et Hollman, 2005).

D’apres Pandey et Rizvi, la consommation de thé et d’oignons, riches en catéchines (en
particulier la quercétine) s’avere bénéfique pour la santé (Pandey et Rizvi, 2009). En effet,
certaines études menées in vitro ont montré que la quercétine a une activité anti-diabete
(Vessal et al., 2003), anticancéreuse (Russo et al., 2014) et des effets protecteurs contre les
maladies neurodégénératives (Heo et Lee, 2004).

De méme, une consommation réguliere de café vert, riche en acides phénoliques, peut
aider a diminuer I'absorption des graisses et augmenter la vitesse du métabolisme, ce qui
permettrait de limiter la prise de poids et de prévenir I'obésité (Stelmach et al., 2015). De
plus, une étude épidémiologique récente a montré qu’une consommation réguliére de café
vert limite I'apparition de maladies neurodégénératives (démence) chez les sujets agés de
plus de 60 ans (Noguchi-Shinohara et al., 2014).

De nombreuses études ont suggéré les bienfaits d’une consommation réguliere de
graines de lin. A titre d’exemple, d’aprés Cunnane et ses collaborateurs, la consommation de
50 g de graines de lin par jour permet de diminuer la concentration plasmatique de LDL-
cholestérol de 8% chez les jeunes adultes, ce qui suggére que les composés phénoliques
présents dans le lin inhiberaient le développement de maladies comme I|’athérosclérose
(Cunnane et al., 1995). Les composés phénoliques du lin présenteraient aussi une activité
anticancéreuse puisque la consommation quotidienne d’une portion de 25 g de graines de

lin a été associée a la diminution de la prolifération des tumeurs mammaires (Thompson et
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al., 2005). Plus récemment, une étude a été suggéré qu’un apport quotidien de 30 g de lin
par jour permet de diminuer les pressions artérielles systoliques et diastoliques de patients
atteints de maladies cardiovasculaires (Rodriguez-Leyva et al., 2013).

Par ailleurs, de nombreux auteurs ont tenté d’évaluer la consommation quotidienne en
composés phénoliques, mais les résultats varient fortement en fonction des pays et du
régime alimentaire (Manach et al., 2004). Scalbert et Williamson ont cependant indiqué que
la consommation quotidienne de composés phénoliques pouvait atteindre 1 g par jour
(Scalbert et Williamson, 2000). Bien que les aglycones soient absorbés au niveau de
I'intestin, la plupart des composés phénoliques des denrées alimentaires sont sous forme de
glucosides, d’esters ou de polyméres qui ne peuvent étre absorbés. L’hydrolyse par les
enzymes intestinales et/ou la flore microbienne est donc nécessaire a leur absorption
(Pandey et Rizvi, 2009). Une fois métabolisés, les composés phénoliques circulent dans le
sang associés a des protéines, en particulier I'albumine mais les concentrations plasmatiques
varient selon la nature des composés phénoliques et la source alimentaire. Ainsi, I'ingestion
de 200 mg de naringénine de raisins permet d’atteindre une concentration plasmatique de 6
umol/L (Manach et al., 2004). L’hydrolyse enzymatique s’accompagne de modifications
telles que la méthylation, la sulfatation ou encore la glucurono-conjugaison qui permet
I’élimination des composés dans |‘urine. Ces processus sont si efficaces que les
concentrations plasmatiques d’aglycones sont généralement faibles. Les effets des
composés phénoliques sur la santé dépendent donc aussi bien de la consommation
guotidienne de fruits et légumes que de leur biodisponibilité (Pandey et Rizvi, 2009; Shahidi

et Ambigaipalan, 2015).
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Chapitre V. Les lipides et les membranes cellulaires
Les lipides sont des molécules amphiphiles constituées d’une téte polaire hydrophile et
d’un groupement hydrophobe. En milieux aqueuy, ils s’associent de maniére a réduire au
maximum le contact entre leur partie hydrophobe et I'eau. Ainsi, les lipides peuvent former
des assemblages supramoléculaires de nature variée. La bicouche lipidique, qui constitue
I'architecture de base des membranes biologiques, est le principal assemblage formé par les
lipides membranaires.

1. Les membranes cellulaires

a. Un assemblage supramoléculaire complexe
Les membranes biologiques sont des structures continues délimitant deux compartiments
aqueux, relativement imperméables aux molécules hydrophiles. D’un point de vue
structural, ce sont des architectures protéo-lipidiques constituées de lipides assemblés en
bicouche auxquelles des protéines plus ou moins glycosylées sont associées (Cf. figure 1)
(Rothfield, 1971).

Milieu
extracellulaire

Glycoprotéine

Couche
bilipidique

Cholesterol

Protéine
périphérique

Filament
Protéine du eytosquelette Cy {asine
membranaire .ytoplasme

Figure 1. Représentation d’une membrane cellulaire. Tiré de Lahmani et Houdy, 2015.
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D’aprés Singer et Nicolson, les propriétés amphipatiques des lipides leur permettent de
s’auto-assembler de sorte que les chaines acyles se font face et les tétes polaires sont en
contact du milieu intra ou extracellulaire (Singer et Nicolson, 1972). Ainsi, les lipides
constituent une matrice au sein de laquelle quelques protéines sont dispersées. Des
interactions de faible énergie (liaisons de van der Waals, interactions hydrophobes)
permettent le maintien de cet assemblage. Les protéines et les lipides étant constamment
animés de mouvements (rotation autour d’un axe perpendiculaire au plan de la membrane
et diffusion dans le plan de la membrane), la membrane est qualifiée de « mosaique fluide ».

Bien que ce modeéle serve encore de base aujourd’hui, de nombreux travaux ont permis
de le compléter. Ainsi, Engelman a suggéré que les protéines transmembranaires sont bien
plus nombreuses que ce qui est indiqué dans le modeéle de Singer et Nicolson, ce qui a pour
effet de limiter la fluidité membranaire (Engelman, 2005).

D’autres auteurs ont suggéré |'existence de nano domaines lipidiques enrichis en
cholestérol et sphingomyéline appelés « rafts » (Brown et Rose, 1992; Simons et Van Meer,
1988). Ces domaines transitoires seraient impliqués dans le transport intracellulaire des
lipides et dans les voies de signalisation (Simons et Ikonen, 1997).

Plus récemment, il a été suggéré que d’autres parametres tels que le degré de courbure
et I’état physique des phospholipides doivent étre intégrés pour appréhender la structure et
la dynamique des membranes (Gofii, 2014).

Les membranes jouent un réle capital dans la survie des cellules. Elles permettent de
délimiter le milieu intracellulaire du milieu extracellulaire et les organites. La
compartimentation des macromolécules permet d’augmenter la vitesse et la spécificité des
processus cellulaires comme la réplication de ’ADN (noyau) et la synthése des protéines et

lipides (réticulum endoplasmique). De plus, comme elles ont une perméabilité sélective et
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gu’elles permettent I'ancrage de protéines impliquées dans le transport de molécules, les
membranes participent a la régulation des flux cellulaires.

De part la présence de protéines impliquées dans la transduction de signaux extérieurs,
les membranes interviennent dans les voies de signalisation cellulaires et permettent aux

cellules de s’adapter a leur environnement.

b. Les principaux lipides membranaires
Les lipides présentent une grande diversité moléculaire puisque les cellules eucaryotes
possédent en moyenne plus de 1000 lipides différents (van Meer et al., 2008). Les lipides
sont distribués de maniére asymétrique au sein des deux feuillets membranaires. Trois
catégories majeures de lipides composent les membranes : les glycérophospholipides, les

sphingolipides et les stérols.

— Les glycérophospholipides

Aussi appelés phosphoglycérides, ils constituent 40 a 60% de la fraction totale des lipides
membranaires. lls sont constitués d’'une molécule de glycérol estérifiée en position 1 et 2 par
des chaines acyles (Cf. figure 2). De maniéere générale, la chaine acyle en position 1 posséde
16 a 18 carbones et est saturée. La chaine acyle en position 2 est plus longue et possede le
plus souvent 1 ou plusieurs doubles liaisons en configuration cis. Le troisieme carbone du
glycérol est estérifié par un groupement phosphate chargé négativement a pH physiologique
sur lequel peut étre greffée une téte polaire variable (éthanolamine, sérine, choline, inositol

ou glycérol) (Eeman et Deleu, 2010).
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Figure 2. Quelques exemples de glycérophospholipides. (A) Acide phosphatidique, (B) phosphatidylcholine,
(C) phosphatidyléthanolamine, (D) phosphatidylinositol. Adapté de Lahmani et Houdy, 2015.

— Les sphingolipides

Cette classe de lipides est similaire a celle des glycérophospholipides, sauf que le glycérol
est remplacé par une molécule de sphingosine (Cf. figure 3). La sphingosine est un alcool
aminé possédant une chaine acyle insaturée de 18 carbones. L’addition d’une chaine acyle
sur la fonction amine permet de former la céramide qui constitue la base des sphingolipides.
Des sphingolipides plus complexes peuvent ensuite étre formés par addition d’un
groupement polaire sur la fonction hydroxyle de la céramide. Ainsi, I'ajout d’'un groupement
phosphocholine permet la formation de la sphingomyéline qui représente 10 a 20 % mol des

principaux lipides membranaires (Lahmani et Houdy, 2015; Munro, 2003).
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Figure 3. Quelques exemples de sphingolipides. (A) Sphingosine, (B) sphingomyéline, (C) galactocérébroside.
Adapté de Lahmani et Houdy, 2015.

— Les stérols

Les stérols sont particuliers car contrairement aux autres ils possedent un noyau stérane
constitué de 3 cycles a 6 atomes de carbone et d’'un cycle a 5 atomes de carbone. Ce
squelette tétracyclique leur confére une grande hydrophobicité et la configuration trans des
guatre cycles est a 'origine de la planéité et la rigidité des stérols. Ils sont considérés comme
une sous-classe de stéroides et different de ces derniers par la présence d’un groupement
hydroxyle en position 3. L'ergostérol, le stigmastérol et le cholestérol sont les trois

principaux stérols. Le cholestérol est le plus abondant chez les mammiféres (Cf. figure 4). Ce
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lipide constitue 30 a 50% de la fraction totale des lipides des érythrocytes (Eeman et Deleu,

2010; Ohvo-Rekila et al., 2002).

Figure 4. Structure du cholestérol.

c. Thermotropisme des membranes

Les lipides, au sein d’une membrane, peuvent présenter une organisation spécifique
selon leur nature et la température. Cette organisation particuliére dépend de I’'arrangement
spatial des atomes de la molécule dans la bicouche et plus particulierement des carbones
des chaines acyles. On distingue plusieurs organisations membranaires, également appelées
phases, qui dépendent de la température (Cf. figure 5).

A une température suffisamment basse, dans des conditions ou I'agitation thermique est
faible, toutes les chaines adoptent une organisation « tout-trans » : elles sont paralléles les
unes aux autres, en contact étroit et étirées au maximum. Les chaines sont dites en
organisation ordonnée (Lg) et on utilise le terme « gel » pour décrire I'état de cette phase
lamellaire. Les lipides étant fortement compactés, la diffusion latérale, c’est-a-dire la
capacité d’un lipide a échanger de place avec son voisin s’en trouve fortement réduite. Dans
une phase gel, le coefficient de diffusion latérale est d’environ 10™** cm?.s™ (Eeman et Deleu,

2010).
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Une élévation de la température entraine une mobilité accrue autour des liaisons C-C
(pour les chaines saturées ou insaturées). La probabilité d’une isomérisation trans-gauche
augmente, et au-dela d’une température donnée, on observe une transition coopérative: les
chaines passent d’une organisation ordonnée (Lg) a une organisation désordonnée (L,). On
parle alors de la transition de phase gel - fluide (Luzzati et Tardieu, 1974).

Au sein d'une phase fluide les isomérisations trans-gauche diminuent I'état de
compaction des lipides, ce qui favorise les mouvements de diffusion rotationnelle et latérale.
Ainsi, le coefficient de diffusion latérale est 1000 fois plus grand que dans une phase gel (10°®
cm’.s™ contre 10! cm®.s™). La température de passage entre les phases Ly et L, est appelée
température de transition de phase et est notée T, La T, peut étre influencée par la

longueur et le degré d’insaturation des chaines acyles (Eeman et Deleu, 2010; Goii, 2014).

Dans le cas de certains lipides comme la phosphatidylcholine, la dimension de la téte
polaire est supérieure a celui de I'encombrement de deux chaines hydrocarbonées en
contact étroit et étirées au maximum. De ce fait, la conformation la plus stable des chaines
hydrocarbonées dans la phase gel cristalline est obtenue lorsque les chaines sont inclinées
par rapport au plan de la bicouche (Lg).

Avant la transition Lg' - Ly, une pré-transition permet d’aboutir a une phase intermédiaire
appelée Py (« ripple phase »). Lors de cette pré-transition, les chaines hydrocarbonées se
redressent, ce qui entraine une distorsion de la bicouche et la formation d’ondulations
périodiques a la surface de la membrane. Cette pré-transition, qui se fait a une température
légerement inférieure a la T, pourrait étre due a une augmentation des interactions entre

les tétes polaires et le solvant (Heimburg, 2000).
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Pretransition

Gel, solid-ordered phase Fluid, liquid-disordered phase
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Figure 5. Etats physiques adoptés par une bicouche lipidique en phase aqueuse. Adapté de Eeman et Deleu,
2010.

La fluidité membranaire, qui désigne I'ensemble des mouvements animant les protéines
et lipides constituant la bicouche, dépend fortement de la conformation des chaines.
Lorsque celles-ci sont ordonnées, les interactions entre elles sont fortes, les mouvements
sont limités et la fluidité est faible. Le passage a I'état désordonné s’accompagne d’une
augmentation importante de la fluidité. En temps normal, la conformation des chaines des
lipides membranaires est généralement désordonnée (phase L,).

Plusieurs études ont montré qu’il était possible de discriminer les phases Lg et L, au sein
des membranes liposomales et a cet effet, I'utilisation de sondes fluorescentes sensibles a la
polarité du milieu environnant est particulierement répandu (Bagatolli, 2006; Parasassi et al.,
1991; Tian et al., 2017). Bien que la phase L, ait été caractérisée dans les membranes des
cellules épithéliales (Yamamoto et al., 2014), des globules rouges (Vest et al., 2006) ou
encore des macrophages (De La Haba et al., 2013), la phase Lg semble ne pas exister car a ce

jour, aucune étude n’en a mentionné I'existence.
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2. Les modeles membranaires biomimétigues utilisés

Les membranes biologiques étant trés complexes, de nombreux systémes biomimétiques
simplifiés ont été développés afin d’étudier les propriétés, la structure ou encore les

interactions de molécules avec les lipides membranaires. Parmi ces systémes, on retrouve :

les monocouches de Langmuir qui permettent de mimer un demi-feuillet membranaire a

la surface de I'eau ;

— les liposomes, vésicules fermées constituées d’une ou plusieurs bicouches lipidiques
organisées entre deux compartiments aqueux ;

— les bicouches supportées, membranes lipidiques posées sur un support solide ;

— les membranes suspendues qui sont des bicouches maintenues sur un support solide par
le biais d’'un espaceur ;

— ou encore les « black lipid membranes », bicouches lipidiques planes a travers un orifice.

Dans le cadre de ma these, nous avons travaillé avec deux systémes : les monocouches de
Langmuir et les liposomes.

a. Les monocouches de Langmuir

Les monocouches de Langmuir sont des films monomoléculaires organisés a la surface de
I’eau qui permettent de mimer un feuillet membranaire. Une fois déposés a la surface de
I'eau, les lipides s’organisent de telle sorte que les tétes polaires des phospholipides soient
au contact de I'eau et les chaines acyles au contact de I'air.

Ce systéme membranaire présente plusieurs avantages par rapport aux autres modeles
membranaires. En effet, les monocouches sont simples a préparer. Pour ce faire, il suffit de
dissoudre les lipides dans un solvant organique (chloroforme, hexane...) et de les déposer
goutte a goutte a la surface de I'eau. De plus, il est possible de changer facilement les

conditions expérimentales (la nature du lipide, le degré de compaction des lipides, la
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composition de la sous-phase, le pH et la température). Les monocouches de Langmuir
permettent d’étudier l'affinité d’'une molécule pour un lipide donné, la nature des

interactions avec ce lipide ou encore sa capacité d’insertion au sein des membranes.

— La mesure de la tension de surface

La tension de surface peut étre évaluée grace a plusieurs techniques mais dans le cas des
monocouches de Langmuir, la balance de Wilhelmy (Cf. figure 6) reste la plus utilisée
(Neindre, 2014). Ce dispositif est constitué d’une lame suspendue a un capteur et immergée
dans le tampon de sous-phase. Lorsqu’elle est immergée dans la sous-phase, la lame est
soumise a trois forces: son poids, la poussée d’Archimede et la tension superficielle. La
résultante de ces trois forces (F) entraine la lame vers le bas et peut étre calculée avec la
formule ci-dessous :

F=P+2xy*x(e+l)cos6—A

avec P le poids de la lame, vy la tension superficielle, e I’épaisseur de la lame, [ |a largeur

de la lame, 0 I'angle de contact entre la lame et I'eau, A la poussée d’Archimede.

lF

Figure 6. Représentation schématique d’'une lame de Wilhelmy a l'interface air/eau.
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La présence d’'une monocouche a la surface de I'eau exerce une force sur la lame.
La lame utilisée étant mouillante (papier Whatmann), I'angle de contact 6 devient nul.
Puisque cosO=1 et que e << [, la variation de force (AF) en présence de la monocouche se
calcule a I'aide de la formule ci-dessous :

AF =P+2xy*xl—A

La lame étant maintenue en position fixe, P et A ne varient pas, contrairement a la
tension de surface qui varie en selon la composition de la monocouche et la quantité de
lipides déposée. Ainsi, la variation de force s’exprime par la relation ci-dessous :

AF=2*y*l=2*l*(y0—y)
avec v la tension superficielle de I'eau pure et vy la tension superficielle en présence de la
monocouche. La différence entre y, et y est communément appelée pression de surface (7)

et s’exprime selon la relation suivante (Maget-Dana, 1999) :

AF

— Les adsorptions dans des monocouches a aire constante

Il est possible d’étudier I'affinité d’'une molécule pour un lipide donné ainsi que sa
capacité a s’insérer au sein de membranes en l'injectant a concentration constante dans la
sous-phase de monocouches préparées a différentes pressions de surface initiales (Cf. figure
7). Une fois injectée, la molécule va remonter la sous-phase et interagir avec la monocouche
lipidique. Si les interactions sont suffisamment importantes, on observera une variation de la
tension de surface. Le report de la variation de tension de surface en fonction des pressions
initiales permet de tracer une droite. Si la pente est négative, alors il sera possible de

déterminer la pression d’insertion maximale (PIM).
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La PIM, qui correspond a l'intersection de cette droite avec I'axe des abscisses, désigne la
pression initiale a partir de laquelle la molécule ne peut plus pénétrer dans la monocouche
et augmenter la tension de surface.

La pression des membranes biologiques étant comprise entre 30 et 35 mN/m (Marsh,
1996), des valeurs de PIM supérieures a 30 mN/m suggérent une capacité a pénétrer des
membranes a pression physiologique.

De plus, I'extrapolation a partir d’'une pression initiale de 30 mN/m permet de déterminer
un second paramétre appelé Amsp mN/m. Ce parameétre refléte la quantité de composé
associée a la monocouche et permet d’évaluer son affinité pour un lipide donné. Ainsi, plus
le Amzp mN/m est important, plus la quantité de molécules associée a la monocouche est

grande (Calvez et al., 2009).

>
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Figure 7. Interaction d'un composé amphiphile avec une monocouche de lipide. (A) Injection du composé
dans la sous-phase d’une monocouche de Langmuir, (B) Cinétique d'insertion du composé au sein de la
monocouche, (C) Représentation de la variation de pression en fonction de la pression initiale.
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— Les isothermes de compression

La compression d’'une monocouche a vitesse constante entraine des changements d’état
physiques reflétant son degré d’organisation. Les lipides étant amphipatiques, la quantité de
matiere déposée a la surface de I'eau ne varie pas pendant la compression. Ainsi, il est

possible de calculer I'aire moléculaire occupée par un lipide grace a la formule ci-dessous :

Aire cuve

Aire moléculaire = ———
c*xV xNa

avec c la concentration de la solution de lipides, V le volume déposé, Na le nombre
d’Avogadro.

Le report de I’évolution de la pression de surface en fonction de I'aire moléculaire permet
d’obtenir une isotherme de compression (n-A) (Cf. figure 8). Le module d’élasticité (K;), qui
peut étre déterminé pour chaque point de I'isotherme, permet de traduire les changements
d’état physique de la monocouche durant la compression (Ambike et al., 2011; Davies,

1962).

K 2 dm
= —A x —
$ dA

Au début de la compression, les lipides disposent d’une grande surface d’étalement et
interagissent trés peu entre eux : les chaines acyles sont couchées sur la surface de l'eau : la
monocouche est dite en phase gaz. A ce stade, la pression de surface est faible et les valeurs
de K, sont inférieures a 12,5 mN/m. Lorsque la compression se poursuit, les chaines acyles
des phospholipides se redressent et interagissent de plus en plus jusqu’a atteindre la phase
liquide-expansé, caractérisée par un Ks compris entre 13 et 50 mN/m.

La phase liquide-condensé est caractérisée par une forte cohésion latérale entre les
chaines acyles. La pression de surface est élevée et K est compris entre 100 et 250 mN/m.

Selon le lipide utilisé et les conditions expérimentales (nature de la sous-phase,
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température), il peut exister une transition pendant laquelle la pression de la monocouche
n"augmente plus bien que l'aire moléculaire diminue. Cette transition correspond a une
coexistence entre les phases liquides-expansé et liquide-condensé.

La phase solide est atteinte lorsque les chaines acyles sont perpendiculaires a la surface
de I'eau. L'état de compaction des chaines acyles est maximal et la monocouche forme un
film monomoléculaire organisé a la surface de I'eau (Ks supérieur a 250 mN/m). Si la
compression se poursuit, le film finit par se rompre: c’est le collapse. Ce dernier est
caractérisé par la perte du caractére bidimensionnel de la monocouche et la formation de

structures 3D (multicouches, micelles).
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Figure 8. Isotherme de compression théorique obtenue en comprimant une monocouche de lipide étalée a
I'interface air/eau. Adapté de Kaganer et al., 1999 et de Moghaddam et al., 2011).
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D’un point de vue thermodynamique, il est possible d’étudier les interactions entre un
lipide et une molécule grace a l'isotherme de compression du mélange binaire. Plusieurs
parameétres comme la pression de collapse idéale et I'aire moléculaire idéale permettent
d’étudier la miscibilité et I'idéalité d’'un mélange binaire. Cependant, seule la détermination
de I'excés d’énergie libre du mélange (AGe,) permet d’étudier la nature des interactions
(Dynarowicz-tatka et Kita, 1999). Grace a la relation de Goodrich, il est possible de calculer

AGeyx:
T Y T
AGeX=j Amdﬂ'_x:lf Aldﬂ_XZJ Azdﬂ'
0 0 0

avec A, I'aire moléculaire du mélange binaire, A; et x; I'aire moléculaire et la fraction
molaire du composé 1, A, et x, I'aire moléculaire et la fraction molaire du composé 2
(Goodrich, 1957).

Des valeurs positives de AGey indiquent que les interactions entre les constituants de la
monocouche sont plus faibles que celles impliquant les molécules des constituants purs, ce
qui favorise une ségrégation de phase entre les composants du mélange. En revanche, des
valeurs négatives indiquent les interactions sont favorables et que les constituants de la
monocouche interagissent fortement a l'interface air/eau. Un AGe, égal a zéro signifie que
les composés n’interagissent pas entre eux: dans ce cas le mélange est considéré comme

idéal (Maget-Dana, 1999).

— Les monocouches : un outil d’étude des interactions agents exogénes/membrane
Les monocouches constituent un modele membranaire tres utilisé pour étudier I'effet
, , . - — g
d’agents externes sur I'organisation des lipides. Ainsi, de nombreux auteurs ont utilisé des

monocouches de lipides pour étudier la capacité de peptides antimicrobiens (Maget-Dana,
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1999; Nowotarska et al., 2014), de nanoparticules (Faye et al., 2013), d’acides nucléiques
(Stefaniu et al., 2014), de protéines (Boisselier et al., 2017), de médicaments (Silva et al.,
2013) ou encore d’analogues de sidérophores qui sont des chélateurs de fer sécrétés par les
microorganismes (Antonietti et al., 2017) a interagir avec la membrane.

L'interaction d’antioxydants avec la membrane (en particulier les composés phénoliques)
a aussi été décrite. A titre d’exemple, Fadel et ses collaborateurs ont montré que le degré
d’insaturation et la nature de la téte polaire des phospholipides influencent la capacité
d’insertion de I'acide rosmarinique et qu’il présente une affinité élevée pour les lipides
zwitterioniques insaturés (Fadel et al., 2011).

Plus récemment, De Athayde Moncorvo Collado et ses collaborateurs ont étudié la
cinétique d’adsorption de flavonoides et de stilbenes avec des monocouches de DMPC,
DPPC et cholestérol. Les composés phénoliques qu’ils ont testés sont capables de s’insérer
dans les trois types de monocouches mais leur capacité d’insertion diminue en présence de

cholestérol (De Athayde Moncorvo Collado et al., 2016).

b. Les liposomes
Les liposomes, aussi appelés vésicules lipidiques, sont des sphéres constituées d’une ou
plusieurs bicouches lipidiques qui permettent de délimiter plusieurs compartiments aqueux

(Cf. figure 9).
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4—»— Compartiment aqueux

Bicouche lipidique

Figure 9. Représentation schématique de liposomes. (A) Liposome multilamellaire, (B) liposome
unilamellaire.

Selon le mode de préparation (Cf. figure 10), les liposomes peuvent étre classés en quatre
catégories. Les liposomes multilamellaires ou MLVs ont une taille comprise entre 0,5 et 10
UM. lIs sont obtenus apres hydratation et agitation d’un film lipidique préalablement formé
sur une paroi de verre. Selon le lipide utilisé, les conditions expérimentales doivent étre
ajustées de sorte que la température soit supérieure a la température de transition de phase
du lipide lors de I'agitation. Les MLVs présentent la particularité d’étre constitués de
plusieurs couches lipidiques séparées par une fine pellicule d’eau. Les petits liposomes
unilamellaires ou SUVs ont une taille inférieure a 100 nm. lls peuvent étre obtenus par la
sonication des MLVs, qui permet d’éliminer les couches concentriques.

Les grands liposomes unilamellaires ou LUVs, dont la taille est comprise entre 100 nm et 1
UM, peuvent étre préparés par plusieurs méthodes comme la réversion de phase et la
technique d’extrusion a travers des membranes de polycarbonate, qui reste la plus utilisée.

Les liposomes géants unilamellaires ou GUVs peuvent étre formés par un champ
électrique alternatif apres hydratation d’un film lipidique. Leur taille (supérieure a 5 uM)
permet leur manipulation individuelle et une observation directe par microscopie confocale

(Eeman et Deleu, 2010).
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Les vésicules une fois formées sont peu stables sur le long terme car elles sont
susceptibles de s’agréger. En outre, I'utilisation d’une sonde de sonication présente le
désavantage de chauffer I'échantillon, ce qui peut oxyder les acides gras polyinsaturés.

SUVs

Sonication

Agitation

> ‘ S

~

7 ) —

Formation d'un film Hydratation du film
lipidique lipidique

Figure 10. Quelques modes de préparation des liposomes. Adapté de Avanti Polar. Inc.

Les liposomes reflétent d’avantage la complexité de la membrane car contrairement aux
monocouches de Langmuir, ils sont constitués de deux feuillets lipidiques. Comme ils
permettent de mimer la bicouche lipidique, les liposomes sont fréquemment utilisés pour
étudier les processus membranaires, la reconnaissance moléculaire ou encore I'adhésion
cellulaire (Lorin et al., 2004). Ainsi, les liposomes ont été utilisés pour étudier I'ancrage de
protéines a la membrane (Francois-Moutal et al., 2014), |'effet de protéines sur
I'organisation des lipides membranaires (Cheniour et al., 2017), les interactions de

nanoparticules avec les lipides membranaires (Chen et Bothun, 2014).
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Les liposomes sont fréquemment utilisés pour la vectorisation de substances bioactives
en thérapeutique et en cosmétologie. lls permettent de transporter des médicaments et des
substances bioactives (antioxydants, collagéne...). Selon leur profil d’hydrophobicité, ces
substances bioactives peuvent étre logées dans la membrane ou dans le compartiment

aqueux interne (Lorin et al., 2004).

Les liposomes constituent aussi un modele privilégié pour I'étude de I'oxydation des
lipides. Depuis les années 1980, de nombreux auteurs ont ainsi pu étudier I'influence de
molécules exogenes sur I'oxydation des lipides (Chatterjee et Agarwal, 1988). Les effets
protecteurs des composés phénoliques de I'huile d’olive (Paiva-Martins et al., 2003), des
baies (Heinonen et al., 1998) ou encore du vin (Furlan et al.,, 2015) ont ainsi été mis en
évidence.

Plus récemment, Azouzi et ses collaborateurs ont mis en évidence la capacité de la
sérotonine a protéger les membranes de liposomes de I'oxydation. Les simulations réalisées
par modélisation moléculaire ayant montré que cette molécule est localisée entre le
groupement glycérol et les tétes polaires des phospholipides, les auteurs ont suggéré que la
sérotonine protégeait les membranes en inhibant la diffusion des EROs au sein de la

membrane (Azouzi et al., 2017).
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c. Limitations des monocouches de Langmuir et des liposomes

Bien que les modeéles membranaires aient permis la compréhension de nombreux
processus membranaires, il convient de garder a I'esprit que ces modéles ne permettent pas
de reproduire la complexité des membranes cellulaires. En effet, méme si 'on peut
facilement changer la composition lipidique, les monocouches de Langmuir ne permettent
de mimer qu’un seul des feuillets membranaires.

Les liposomes, bien qu’ils possedent deux feuillets membranaires, ne permettent pas de
reproduire la distribution asymétrique des lipides. Les liposomes présentent aussi le
désavantage d’avoir un rayon de courbure plus prononcé que les membranes naturelles, ce
qui entraine une augmentation de la tension a la surface de la membrane. Plus ils sont
petits, plus le rayon de courbure est prononcé et plus la tension a la surface de la
membrane est forte.

En outre, le nombre d’éléments pouvant étre incorporés a ces systémes reste limité a
cause des contraintes expérimentales. Ainsi, dans la plupart des études menées avec des
systemes biomimétiques, trois a quatre lipides sont utilisés alors que les membranes
cellulaires possedent plus de 1000 lipides (Chatterjee et Agarwal, 1988; Eeman et Deleu,

2010).
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Chapitre l. Les nitrones dérivées du cholestérol

1. Introduction

La PBN, bien que largement utilisée en milieu biologique pour sa capacité a piéger les
radicaux libres, présente le désavantage de peu cibler les membranes, ce qui limite sa
capacité a protéger les lipides de I'oxydation. Pour pallier ce probléme, plusieurs chercheurs
ont modifié la PBN en lui ajoutant un groupement hydrophobe, avec I'objectif de I'ancrer
dans les membranes. L'implication des stéroides dans de nombreux processus biologiques a
conduit plusieurs d’entre eux a synthétiser des nitrones dérivées du cholestérol des les
années 1970 (Weintraub et Tiernan, 1974).

Dans ce chapitre, nous avons étudié les interactions de trois nitrones dérivées du
cholestérol avec les lipides membranaires. Ces molécules, nommeées chol-PBN-L, L-PBN-chol
et chol-PBN ont été synthétisées par I'équipe du Dr Grégory Durand de I'Institut des
Biomolécules Max Mousseron. Dans un premier temps, les expériences de tensiométrie de
surface ont montré le caractére amphiphile de ces composés et souligné l'influence du
groupement polaire sur la nature des interactions avec les lipides. Dans un second temps,
I’étude des propriétés antioxydantes nous a permis de mettre en évidence |'importance de
la localisation membranaire et l'influence de I'orientation du groupement PBN sur 'activité

protectrice des dérivés.
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Abstract

Free radical scavengers such as a-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) have been widely
used as protective agents in several biological models. We recently designed two PBN
derivatives by adding a cholesterol moiety to the parent nitrone to increase its lipophilicity.
In addition to the cholesterol, a sugar group was also grafted to enhance the hydrophilic
properties at the same time. In the present work we report on the synthesis of a third
derivative bearing only a cholesterol moiety and the physical chemical and antioxidant
characterization of these three derivatives. We demonstrated they were able to form stable
monolayers at the air/water interface and with the two derivatives bearing a sugar group,
repulsive interactions with 1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DLPC) were
observed. We next investigated the interaction with DLPC on a liposome model.

Fluorescence spectroscopy experiments showed the addition of a cholesterol moiety
causes an ordering effect whereas the presence of the sugar group led to a disordering
effect. The protective effect against lipid oxidation was then investigated using dynamic light
scattering and the formation of conjugated dienes was quantified spectrophotometrically.
Two oxidizing systems were tested, i.e. the AAPH-thermolysis which generates peroxyl
radicals and the Fenton reagent which is responsible of the formation of hydroxyl radicals.

Due to their membrane localization, the three cholesteryl-PBN derivatives are able to
prevent lipid oxidation with the two types of radical inducers but with a different mode of

action.

Key words: lipid oxidation, amphiphilic nitrone, antioxidant, model membranes
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1. Introduction

In living organisms, redox homeostasis, which is defined as the equilibrium between
intracellular levels of anti and pro-oxidant species, is essential to maintain cell functions.
Under normal conditions, the intracellular levels of reactive oxygen species (ROS) and
reactive nitrogen species (RNS) are maintained low by various antioxidant systems. Some
pro-oxidant species are physiologically produced by diverse cellular mechanisms and are
involved in several physiological processes. For instance, the rapid release of ROS during the
oxidative burst allows phagocytes to degrade internalized particles or bacteria [1]. ROS are
also involved in signaling pathways [2,3] and regulation of blood pressure [4,5].

However, ROS are not always produced by cells in a controlled manner. Indeed, some of
them can also originate from the deregulation of physiological processes or from a
dysfunction of the mitochondrial electron transport chain which can release superoxide
anions [6]. Moreover, external factors such as environmental pollution, sunlight, smoking,
pathogens also trigger the production of pro-oxidants [7]. Imbalance in favor of pro-oxidants
leads to oxidative stress [8]. Oxidative stress itself is not a disease, but it creates a favorable
context to the appearance of a large variety of diseases, as it targets the biomolecules
modifying then their structures and functions. Indeed, ROS have been reported to play a role
in the early stages of neurodegenerative diseases [9,10], cardiovascular diseases [11] or
cancers [12]. Membrane lipids, especially polyunsaturated lipids (PUFAs), remain one of the
most important target of ROS. PUFAs are degraded by ROS through a chemical process called
lipid peroxidation. This process can be divided in three major steps: initiation, propagation
and termination [13]. To counteract the deleterious effects of excess of pro-oxidants, living
cells use various antioxidants defense systems [10]. These systems are composed of

enzymatic and non-enzymatic antioxidants [14,15] having either an endogenous or an
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exogenous origin [16]. However, to increase the panel of efficient antioxidant molecules,
numerous synthetic compounds have been designed. Among them, free radical scavengers
such as a-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) have been widely used as a protective agent in
several biological models [17]. Indeed, exposure to PBN favors the size decrease of rat
gliomas [18] or protects the retina tissue from light damages [19,20]. PBN also protects
edible oils from rancidity [21].

Nevertheless, PBN presents a major disadvantage as it requires injection of high
concentrations to be efficient [22]. To overcome this limitation, new amphiphilic PBN
derivatives (cholesteryl-PBNs, Fig. 1) were designed. For example, Ayuso and co-workers
designed cholesteroNitrones by combining PBN to a cholesterol moiety and showed those
compounds have a promising neuroprotection activity [23]. In our case, we first added a
cholesterol moiety with the expectation that increased hydrophobicity will favor the
anchorage to membranes. As reported by Hardy and co-workers who designed a cholesteryl
ester analogue of the spin trap DEPMPO [24], the presence of a cholesterol moiety does not
hinder the antioxidant activity of the nitrone group and increased lipophilicity may be
beneficial to easily target cell membranes. Secondly, a sugar moiety was added, to enhance
the hydrophilic properties and obtain amphiphilic nitrones. To finish, the position of both
cholesterol and sugar group was interchanged as it has previously been reported that the
position of the substituants on the nitrone group affects its reactivity [25], thus modifying its
antioxidant efficiency.

In the present work, we have studied the physical-chemical properties of these
compounds with biomimetic systems, as well as their protective effect against lipid oxidation
initiated by the peroxyl radical generator AAPH or the Fenton reaction. For the sake of

comparison, we have synthesized a third derivative bearing only a cholesterol moiety. The
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data obtained highlight the importance of the orientation of the nitrone moiety in the

antioxidant efficiency.
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Fig. 1 Cholesteryl-PBNs LogP. Log k’,, were previously determined by Choteau et al., [26].
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals and synthesis

1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DLPC) was purchased from Avanti Polar
Lipids (Alabaster, AL, USA). Cholesterol, 2,2'-azo-bis(2-amidinopropane)dihydrochloride
(AAPH), hydrogen peroxide, 4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (Hepes), a-
phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN), Laurdan (6-dodecanoyl-2-dimethylaminonaphtalene) and
Prodan (6-propionyl-2-dimethylaminonaphtalene) were purchased from Sigma (St. Louis,
MO, USA). Ferrous sulfate was purchased from Carlo Erba (Milan, Italy). The water used in all
assays was purified using a Millipore filtering system (Bedford, MA), yielding ultrapure water
(18.2MQ x cm).

All reagents for the synthesis were from commercial sources and were used as received.
Solvents were distilled and dried according to standard procedures. Aluminum sheets coated
with silica gel (40-63 um) were used for TLC analysis and the detection of the compound was
achieved by UV light (254 nm) exposure and by spraying an ethanolic solution of 5%
sulphuric acid or of 2% ninhydrin, and then by heating at ~ 150°C. Flash chromatography was
carried out on silica gel (40-63um). Size exclusion chromatography was carried out on
Sephadex LH-20 resin. The NMR spectra were recorded on a Bruker AC400 at 400 MHz for H
experiments and at 100 MHz for the *C experiments. Chemical shifts are given in ppm
relative to the solvent residual peak as a heteronuclear reference for 'H and C.
Abbreviations used for signal patterns are: s, singlet; d, doublet; dd, doublet of doublet; ddd,
doublet of doublet of doublets; t, triplet; ddt, doublet of doublet of triplets; m, multiplet.
HR-MS (ESI+) was determined on a QStar Elite mass spectrometer equipped with a TOF
analyzer. L-PBN-chol and chol-PBN-L were synthesized according to the procedure described

by Choteau et al., [26]. L-PBN-chol indicates that the lactobionamide (L) is attached to the
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nitrone by the phenyl ring (P) and the cholesterol by the N-tert-butyl group (N). On the
contrary in chol-PBN-L, the lactobionamide (L) is attached on the N-tert-butyl position (N)
and the cholesterol group is attached on the phenyl ring (P).

Chol-PBN was synthesized as follows: cholesterol-CHO [26] (0.18 g, 3.1 x 10™* mol) and N-
tert-butylhydroxylamine (0.05 g, 3.4 x 10 mol, 1.1 equiv.) were dissolved in 10 mL of an
anhydrous 3:2 mixture of THF/AcOH (v/v) in the presence of 4 A molecular sieves. The
solution was stirred at 60° overnight under argon atmosphere. The crude mixture was
filtered through a pad of Celite and the solvents were removed under vacuum. The resulting
crude residue was purified by flash chromatography (EtOAc/MeOH, 98:2 v/v) followed by
size exclusion chromatography (CH,Cl,/MeOH 1:1 v/v) to give the desired compound (0.13 g,
1.95 x 10 mol) in 59 % yield, as a white powder. Rf 0.27 (EtOAc/MeOH 8:2 v/v). *H NMR
(400 MHz, CDCl5) 6 8.25 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.53 (s, 1H), 7.33 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 6.81 (t, /= 5.8
Hz, 1H), 5.33 — 5.22 (m, 1H), 4.47 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.73 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 3.15 (ddt, J =
11.2,8.4,4.5 Hz, 1H), 2.51 (t, J = 5.7 Hz, 2H), 2.26 (ddd, J = 13.3, 4.8, 2.1 Hz, 1H), 2.13 - 2.04
(m, 1H), 2.03 — 1.91 (m, 2H), 1.88 — 1.75 (m, 4H), 1.61 (s, 9H), 1.54 — 1.45 (m, 4H), 1.42 — 1.30
(m, 6H), 1.25 (s, 2H), 1.13 (m, 4.5 Hz, 5H), 1.02 (m, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.91 (d, J = 6.5 Hz, 3H),
0.87 (d, J = 1.9 Hz, 3H), 0.86 (d, J = 1.9 Hz, 3H), 0.67 (s, 3H); *C NMR (100 MHz, CDCl3) &
171.7, 140.5, 140.4, 130.2, 129.4, 129.1, 127.6, 121.9, 79.4, 70.8, 64.0, 56.7, 56.1, 50.1, 43.2,
42.3, 39.7, 39.5, 38.9, 37.3, 37.1, 36.8, 36.2, 35.8, 31.9, 31.9, 28.3, 28.3, 28.2, 28.0, 24.3,
23.8, 22.8, 22.6, 21.1, 19.3, 18.7, 11.9. HR-MS (ESI+, m/z) calcd for CsHezN203 [(M+H)']
647.5152, found 647.5142. Cholesteryl-PBNs LogP values were calculated with the software

ACD/ChemSketch version 14.01. www.acdlabs.com.
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2.2. Monolayer studies

All the experiments were performed at constant temperature (21.0 + 0.1°C). The
Langmuir trough from Nima (Coventry, England) is equipped with two moveable Teflon
barriers to allow the continuous compression of monolayers at the air—water interface. The
dimensions of the trough are 65 x 13.2 cm? when the barriers are opened. The trough is
equipped with a Wilhelmy-type pressure measuring system.

In these experiments, we used a subphase of 720 mL of Hepes buffer (10mM Hepes, 150
mM NaCl, pH 7.4). DLPC alone or mixed with cholesteryl-PBNs were spread in
hexane/ethanol 9:1 (v/v) at the air—water interface. After 15 min solvent evaporation, the
monolayers were compressed at a rate of 30 cm?/min up to collapse. Free excess energy of
mixing (AGex) values were calculated with Matlab Academic version 2015b. The MathWorks,

Inc. Natic, MA (USA).

2.3. Preparation of liposomes

DLPC alone or DLPC/cholesteryl-PBNs mixtures in chloroform were dried under a stream
of nitrogen and then kept under high vacuum for 2 h to obtain a solvent-free film. The dry
film was then dispersed in Hepes buffer to obtain multilamellar vesicles (MLVs). Then, pure
DLPC or DLPC/cholesteryl-PBNs SUVs and LUVs were prepared as described by Fadel et al.
[27]. Liposomes size distribution was determined by dynamic light scattering (Zetasizer

Nano-S, Malvern) and was unimodal.
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2.4. Fluorescence spectroscopy

The generalized polarization (GP) of Laurdan and Prodan was determined in SUVs of DLPC
alone or mixed with 30 mol % of cholesteryl-PBNs or cholesterol and the fluorescent probe.
The final probe/DLPC molar ratios were 1/110 for Laurdan and 3/110 for Prodan. Liposomes
were then diluted at a final DLPC concentration of 0.1 mg/mL and were incubated at 37°C
during 10 minutes. Fluorescence measurements were performed by exciting Laurdan and
Prodan at 360 nm. The GP values were calculated by measuring the fluorescence emission
intensities at 435 (Ig) and 490 nm (Ig) for Laurdan and at 440 (lzg) and 480 nm (Ig) for Prodan

according to the following equation [28]:

Iy —1
Gp=2—F
Iy + I

(eq.1)

The intrinsic fluorescence of cholesteryl-PBNs was verified by exciting at 360 nm
DLPC/cholesteryl-PBNs SUVs containing no fluorescent probe and the emission intensities

collected at the wavelengths of the two probes were not significant.

2.5. Dynamic light scattering (DLS) experiments

The hydrodynamic diameter of liposomes was measured during oxidation by dynamic
light scattering with a Zetasizer Nano-S, Malvern. SUVs made of DLPC alone or mixed with
cholesteryl-PBNs at 5, 10, 20 and 30% molar ratio were prepared in Hepes buffer at a final
DLPC concentration of 0.4 mg/mL. Cholesterol was tested at the same concentrations for the
control assay. Lipid peroxidation was initiated either by adding AAPH at a final concentration
of 8 mM, or by adding hydrogen peroxide and ferrous sulfate respectively at 4 mM and 0.4
mM. The samples were immediately incubated at 37°C. The hydrodynamic diameter was

measured and diameter increase percentages were calculated with the following equation:
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Diametersgmpie — Diameterr—

Diameter increase (%) = * 100 (eq.2)

Diameterr—g

2.6. Antioxidant efficiency of cholesteryl-PBNs

The antioxidant efficiency of the derivatives was assessed by measuring the formation of
conjugated dienes [13], a first product of PUFAs peroxidation [13,29]. Liposomes of DLPC
alone or mixed with cholesteryl-PBNs or cholesterol at different concentrations were
prepared in Hepes buffer. Lipid peroxidation was initiated either by adding AAPH at a final
concentration of 2 mM, or by adding hydrogen peroxide and ferrous sulfate respectively at 1
mM and 0.1 mM. The final concentration of DLPC for each assay was kept constant at 0.1
mg/mL. For the control assay, DLPC/cholesterol liposomes were tested at each ratio of
cholesteryl-PBNs tested. The samples were immediately incubated at 37°C. Conjugated
dienes formation was measured with a Specord S300 UV-VIS spectrophotometer (Jena,
Germany) at 234 nm. Results are expressed as percentages of peroxidation, calculated as

follows:

Absorbancesgmpie

Lipid oxidation (%) = * 100 (eq.3)

Absorbance maxcontrol

The curves were fitted by applying a dose-response model with variable slope with the
software GraphPad Prism version 6.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California

USA, www.graphpad.com.
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3. Results and discussion

3.1. Synthesis

L-PBN-chol, chol-PBN-L were synthesized as described previously [26]. Chol-PBN was
prepared using a connected synthetic route by condensation between N-tert-
butylhydroxylamine and the benzaldehyde cholesterol-PBN [26] under argon atmosphere, in
dry 3:2 THF/AcOH mixture (v/v) and in the presence of molecular sieves. After purification by
flash chromatography followed by size-exclusion chromatography, chol-PBN was obtained in

59% vyield (Scheme 1).

Mwngﬁ MW

S S ey
THF/AcOH >(

H 60°C, 18h

Scheme 1. Synthesis of chol-PBN.

3.2. Interfacial behaviour of cholesteryl-PBNs

3.2.1. Evaluation of cholesteryl-PBNs amphiphilicity

The LogP value of each cholesteryl-PBN was calculated and compared to those of DLPC,
cholesterol and PBN (Fig. 1). As one can see, cholesteryl-PBNs have a LogP significantly
higher than that of PBN, which confirms their increased lipophilicity. Moreover, as expected,
the two structural isomers L-PBN-chol and chol-PBN-L are less lipophilic than chol-PBN due
to the presence of the lactobionamide group with the LogP values being almost two times
smaller than that of chol-PBN (5.8 and 10.4 respectively). LogP values are in good agreement
with the Log k’w values reported previously [26] and summarized in Fig. 1. The ability of
cholesteryl-PBNs to form stable monolayers at the air-water interface was evaluated by

deposing each pure compound dissolved in hexane/ethanol 9:1 (v/v) at the surface of Hepes
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buffer. After solvent evaporation, the monolayer was compressed to record the m-A
isotherm for each cholesteryl-PBN derivative and for cholesterol as control (Fig. 2).

In all cases, the constant compression led to a decrease of the molecular area and an
increase of the surface pressure up to the collapse which occurred at high surface pressures
traducing the formation of a stable monolayer at the air-water interface. Cholesterol, chol-
PBN-L, L-PBN-chol and chol-PBN showed values of collapse pressures (mcoliapse) and of
molecular areas at collapse (Amolcapse) Which are very close to each other (Table 1). The
values obtained for cholesterol are consistent with the literature [30]. The main differences
were obtained for the molecular areas at low surface pressure (Amol; mn/m) Which were
more than two times higher for all cholesteryl-PBNs than for cholesterol suggesting that the
nitrone and sugar moieties could be lying at the air-water interface at low surface pressures
(Table 1). Because the m-A isotherms exhibited the same molecular area at the collapse
pressure, one can imagine that the nitrone and sugar moieties could be positioned in the
subphase, perpendicular to the subphase plane. Another important difference between
cholesterol and cholesteryl-PBNs derivatives lies on the elasticity modulus values. Indeed,
according to the K; values obtained at the collapse pressure (Table 1), cholesterol monolayer
form a rigid phase (Ks = 438 mN/m) while chol-PBN and the two other derivatives monolayer
are organized in a liquid-condensed phase (Ks; ~150 mN/m for chol-PBN and ~100 mN/m for

chol-PBN-L and L-PBN-chol).
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Table 1 Summary of the results obtained from the ©-A isotherms for each pure cholesteryl-PBNs monolayer

and for cholesterol.

compound | “TTT" | MTame | e rmmim) | s2mmim
Cholesterol 40 36 38 438
Chol-PBN 79 30 42 154
L-PBN-Chol 101 32 44 96
Chol-PBN-L 90 31 42 114

3.2.2. Interaction of cholesteryl-PBNs with an unsaturated phospholipid

The ability of cholesteryl-PBNs to interact with polyunsaturated phospholipids was

investigated by using two model membranes composed of DLPC/cholesteryl-PBNs mixtures:

Langmuir monolayers at the air-buffer interface and unilamellar liposomes.

a. Monolayers of mixed DLPC/cholesteryl-PBNs

Different molar ratios (0, 5, 10, 20, 30 and 100%) of DLPC/cholesteryl-PBNs mixtures were

prepared and spread at the air-buffer interface. After solvent evaporation, the m-A isotherms

were recorded. As one can see in Fig. 2, the m-A isotherm of pure DLPC monolayer was

consistent with the literature [31,32]. Moreover, by increasing the amount of cholesteryl-

PBNs in the monolayer, a global shift of the n-A isotherms towards the pure compound is

observed (Fig. 2). The K; curves of chol-PBN, chol-PBN-L and L-PBN-chol are displayed in the

upper right boxes.
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Fig. 2 Pressure-area isotherms of binary DLPC/cholesteryl-PBNs or cholesterol mixtures at different molar
ratios. (A) cholesterol, (B) chol-PBN, (C) L-PBN-chol, (D) chol-PBN-L. Eighty nmoles of lipids were spread on
Hepes 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.4. The subphase buffer was thermostated at 21°C. The panels represent
the elasticity modulus (K;) of binary DLPC/cholesteryl-PBNs or cholesterol monolayers plotted versus the
surface pressure.

For the mixtures, increasing amounts of cholesteryl-PBNs led to a diminution of K, values
for the structural isomers (i.e. L-PBN-chol and chol-PBN-L). On the contrary, Ks values
remained constant for cholesterol and chol-PBN, suggesting the presence of the sugar group
modifies the lateral interactions with DLPC. Thus, by using Goodrich formula [33], we
calculated the free excess energy of mixing (AGex) of the monolayers to study the nature of

the interactions of each derivative with DLPC (Table. 2). AGe, values were calculated at 30
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mN/m, average lateral pressure of biological membranes [34] for each DLPC monolayers

containing 30 mol% of cholesterol or of cholesteryl-PBNs derivatives.

Table 2 Free excess energy of mixing of DLPC monolayers containing 30% molar ratio of cholesteryl-PBNs
monolayers at 30 mN/m.

Cholesterol Chol-PBN L-PBN-chol Chol-PBN-L
AGey (J/mole) -124 16 459 402

For cholesterol containing monolayer, AG value is weak and negative, indicating the
interactions with DLPC are poorly attractive. On the contrary, with cholesteryl-PBNs, AGe,
values become positive, indicating the interactions between DLPC and the derivatives are
predominantly repulsive. Repulsive interactions are more pronounced with the derivatives
bearing the lactobionamide moiety as AGe, values are above 400 J/mole, comparing to chol-
PBN with 16 J/mole. These results suggest the formation of chol-PBN-L and L-PBN-chol
domains inside the DLPC monolayer while the chol-PBN/DLPC mixtures seem to be

monophasic.

b. Liposomes of mixed DLPC/cholesteryl-PBNs

To understand the differences observed between structural isomers and chol-PBN
regarding their interactions with DLPC, we performed fluorescence spectroscopy
experiments and determined the GP parameter in presence of Laurdan and Prodan to
evaluate the depth of cholesteryl-PBNs inside DLPC bilayers. Thanks to its long hydrophobic
chain, Laurdan has the ability to insert among the glycerol moieties of the phospholipids
contrary to Prodan that is located closer to the phospholipids polar heads. These probes are
sensitive to the polarity of their environment and regarding their access to water, a shift in

their emission spectrum can be observed [35]. DLPC LUVs containing cholesteryl-PBNs or

86



Résultats
L.Socrier et al., 2017. Accepté. BBA — Biomembranes.

cholesterol and a fluorescent probe were prepared in aqueous buffer and incubated at 37°C.
Samples were excited at 360 nm and fluorescence emission spectra were recorded between
500 and 600 nm. GP values were calculated with equation 1 and summarized in Table 3.

As shown in Table. 3, GP values are negative, indicating the liposomes membranes are in
a liquid disordered state. Interestingly, no significant difference was observed between the
cholesteryl-PBNs and cholesterol GP values with Prodan (Table. 3), indicating that the water
access to the polar headgroups of the membrane is the same. On the contrary, with Laurdan,
which is deeper embedded inside the membrane than Prodan, we observed differences
between cholesterol and the cholesteryl-PBNs derivatives (Table 3). As expected, cholesterol
induced an ordering effect of the DLPC membrane as shown by the GP values which increase
from -0.29 + 0.04 for pure DLPC to -0.12 + 0.02 for DLPC/cholesterol vesicles.

For chol-PBN, the GP value does not significantly differ from that of cholesterol traducing
that the PBN grafting has no effect on the membrane ordering caused by cholesterol. For the
two lactobionamide bearing compounds, the GP values show a disordering effect resulting
from the presence of the lactobionamide moiety within the DLPC headgroup. These results
are consistent with the free excess energy of mixing values (Table 3) which show repulsive
interactions between DLPC and chol-PBN-L or L-PBN-chol.

This suggests that chol-PBN-L and L-PBN-chol should have the same position inside the
membrane and an anchorage more superficial than chol-PBN, in agreement with the LogP
values. We hypothesize that chol-PBN-L and L-PBN-chol should be closer to the lipids polar

head, whereas chol-PBN should be closer to the membrane hydrophobic core.
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Table 3 GP values of DLPC liposomes containing 30% mol of cholesteryl-PBNs with Prodan and Laurdan 37°C.
Results are presented as the mean * standard deviation of at least three experiments.

GP value DLPC + Cholesterol | + Chol-PBN | + L-PBN-chol | + Chol-PBN-L
Prodan -0.47 +0.02 -0.49 +0.01 -0.49 +0.01 -0.49+0.01 | -0.50+0.01
Laurdan | -0.29 +0.04 -0.12 £ 0.02 -0.14 £ 0.01 -0.17+0.01 | -0.21+0.01

3.3. Lipid peroxidation of DLPC/cholesteryl-PBNs liposomes

3.3.1. Effect on their size

Dynamic light scattering experiments were performed to evaluate the impact of
cholesteryl-PBNs on the structure of liposomes during the oxidation process. DLPC liposomes
containing cholesteryl-PBNs at four molar ratios (5, 10, 20 and 30%) were prepared in
aqueous buffer and DLPC/cholesterol vesicles at the same molar ratios were also tested as
control. Peroxyl or hydroxyl radicals were generated in situ by incubating liposomes at 37°C
with AAPH or Fenton reagent respectively. The hydrodynamic diameter was measured
before and during oxidation at 30, 60 and 120 minutes.

Before oxidation, the hydrodynamic diameter of the vesicles is 60 £+ 5 nm. The
percentages of diameter increase were calculated with equation 2. At the lowest molar
ratios (i.e. 5, 10 and 20%), no significant difference is observed compared to the control,
either with AAPH or Fenton reaction (data not shown). Fig. 3 represents the percentages of
diameter increase for cholesterol-containing and cholesteryl-PBNs-containing liposomes at
30% molar ratios with peroxyl (Fig. 3A) and hydroxyl (Fig. 3B) radicals, respectively. As
expected, a time dependent increase of the hydrodynamic diameter of pure DLPC vesicles is
obtained regardless the radical used. This volume variation is already reported in the

literature and it corresponds to the formation of oxidation products having a higher

molecular area than the non-oxidized lipid [36—38]. In the presence of cholesterol, the
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increase of the liposomes diameter is more important with both types of radicals than for

DLPC vesicles.
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Fig. 3 Evolution of the hydrodynamic diameter of DLPC/cholesteryl-PBNs liposomes during oxidation with the
highest molar ratio (i.e. 30%). (A) AAPH-induced oxidation, (B) Fenton-induced oxidation. Liposomes were
incubated under air atmosphere at 37°C. Hydrodynamic diameter was measured by dynamic light scattering

during oxidation at 30, 60 and 120 minutes. Diameter increase percentages were calculated with equation 2.

Experiments were conducted by using the same lipid/radical ratios previously described. Results are

presented as the mean * standard deviation of at least three experiments.

These results are in accordance with the literature where membrane morphology

modification due to the formation of cholesterol oxidation products was observed [39—41].

On the contrary, with cholesteryl-PBNs increase in size is moderate, below 20% during the

entire experiment with peroxyl radicals (Fig. 3A) and about 20% after 2h with hydroxyl
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radicals (Fig. 3B). Among the cholesteryl-PBNs derivatives, the most efficient molecule to
prevent SUVs swelling was chol-PBN as even after 2h of oxidation the diameter increase is
below 15% for the two radicals. These results strongly suggest the protective effects of these
cholesteryl-PBNs derivatives against the formation of DLPC and cholesterol oxidation

products.

3.3.2. Effect on the formation of peroxidation products

To evaluate more precisely the ability of the cholesteryl-PBNs derivatives to decrease lipid
peroxidation, we performed oxidative stress experiments. Thus, DLPC/cholesteryl-PBNs
liposomes were prepared and the lipid oxidation was initiated by adding either AAPH or the
Fenton reagent. Absorbance was measured at 234 nm to follow the formation of conjugated
dienes during 2h. Then, lipid oxidation percentages were calculated with equation 3.
Cholesterol was also tested as control at the same molar ratios. For the sake of the
comparison, we have also tested the parent nitrone PBN with DLPC/cholesterol liposomes.

Fig. 4A and 4B show respectively the formation of conjugated dienes and the oxidation
percentages over time in presence of cholesterol with a lipid peroxidation initiated by AAPH.
As one can see, after 1h and regardless the percentage, the lipid oxidation is always higher in
the cholesterol containing vesicles than in pure DLPC liposomes. This result confirms the pro-
oxidant activity of cholesterol described in the literature [39,42,43]. With chol-PBN (Fig. 4C
and 4D), the oxidation percentages are lower than for pure DLPC (except with 5 and 10 mol%
after 1h of oxidation) traducing the antioxidant potency of this compound. Moreover,
antioxidant efficiency is more pronounced with higher percentages of chol-PBN and in this

regard, antioxidant effect seems to be optimal at 20% molar ratio. The same antioxidant
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tendency is obtained for all the cholesteryl-PBNs molecules with both radical initiators

(Supp. 1-2).

(A) (B)

;:: 1.2 - Chol (%) 140 — Chol (%)
E 1 : ——0% —\? 120 - ——0%
c b ——5% % 100 : ——5%
§ 0.8 ——10% 2 gp ] ——10%
g 06 ——20% B ¢ ] ——20%

4 om-— 0,
S 04 ——30% & 40 ] ——30%
2 1 i) 1
o 0.2 1 S 20 -
8 ] = J
< 0 $—t+——t+——t+—++—+—+— 0 H—+——+——+—++—+—+r

0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100120140

Time (min) Time (min)
2 1 (€ Chol-PBN % 140 + (D) Chol-PBN %
Eos ——0% 120 ] ——0%
€™ —=—5%  §00 - ———5%
& 0.6 ——10% g ] —a—10%
v —e—20% 'g 60 ] ——20%
g 0.4 —¥—30% :g g »—30%
202 540 ]
e T 20 1
| o ] ,

'& 0 L = O L

0 20 40 60 80 100120 140 0 20 40 60 80 100 120 140

Time (min) Time (min)

Fig. 4 Inhibition of the AAPH-induced lipid oxidation of DLPC liposomes by cholesterol and chol-PBN. (A) and
(C) Absorbance at 234 nm. (B) and (D) Lipid oxidation percentages. Liposomes containing cholesterol or chol-
PBN were prepared at four molar ratios: 5, 10, 20 and 30%. DLPC liposomes were also tested as control.
Liposomes were incubated under air atmosphere at 37°C. The final DLPC concentration was 0.1 mg/mL. The
final AAPH concentration in liposome suspension was 2mM. Absorbance was measured at 234 nm and was
normalized to zero by subtracting the initial absorbance (0.90 t 0.05). Oxidation percentages were calculated
with equation 3. Results are presented as the mean * standard deviation of at least three experiments.
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To allow an efficient comparison between the cholesteryl-PBNs derivatives and the
controls (cholesterol and PBN), we have reported the lipid oxidation percentages obtained
for DLPC liposomes containing 30% molar ratio of each compound after 30, 60 and 120 min
of incubation with AAPH (Fig. 5A). Fig. 5A confirms that cholesterol has a pro-oxidant activity
as lipid percentages are more important than those of pure DLPC. On the contrary, with
chol-PBN, L-PBN-chol and chol-PBN-L, lipid oxidation levels are lowered compared to pure
DLPC and to cholesterol-containing vesicles indicating their antioxidant efficiency. Up to 60
min, no significant differences in the lipid oxidation level were observed among the
cholesteryl-PBNs derivatives. Though, after 2h, the L-PBN-chol derivative seems to be more
efficient than the two other compounds to reduce lipid peroxidation. According to the
mechanism described in the literature, PBN has poor antioxidant efficiency against peroxyl
radicals-induced lipid peroxidation because it acts as a retarder by trapping alkyl radicals
formed during the initiation process of membrane peroxidation rather than by trapping

peroxyl radicals themselves [44].

The lipid oxidation induced by AAPH after 1h of incubation was plotted against the
antioxidant concentration in mixed vesicles of DLPC/cholesterol (Fig. 5B), DLPC/chol-PBN
(Fig. 5C), DLPC/L-PBN-chol (Fig. 5D), DLPC/chol-PBN-L (Fig. 5E) and DLPC/cholesterol in the
presence of PBN (Fig. 5F). In presence of cholesterol, oxidation percentages are slightly
higher compared to DLPC, which highlights its pro-oxidant effect. On the contrary, with
cholesteryl-PBNs, the higher the molar ratio, the smaller lipid oxidation percentages are. This
indicates that the derivatives are efficient in a dose-dependent manner.

The I1Csq, which is the antioxidant concentration required to reduce the percentage of lipid

oxidation by 50% in absence of antioxidant, was determined as well as the lipid oxidation
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lower plateau obtained for high antioxidant concentrations and values are reported in Table
4. According to Table 4, chol-PBN-L is the most efficient derivative against AAPH-induced
peroxidation with an ICsg of 31.620.2 uM, when L-PBN-chol presents an ICsgof 36.8+0.4 uM.
The ICso values of chol-PBN and PBN could not be determined as the oxidation percentages
obtained for high concentrations never reached 50% of the initial oxidation rate. For the
three cholesteryl-PBN derivatives, the lower plateau reached a lipid oxidation value of ~ 40%
which once again confirm the poor antioxidant efficiency of PBN against AAPH-induced

peroxidation.
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Fig. 5 Effect of cholesterol, cholesteryl-PBNs and PBN on AAPH-induced oxidation of DLPC liposomes. (A)
Lipid oxidation of DLPC liposomes containing 30% molar ratio (38.4 uM) of chol, cholesteryl-PBNs and PBN.
Evolution of lipid oxidation percentages with increasing concentrations of cholesterol (B), chol-PBN (C), L-
PBN-chol (D), chol-PBN-L (E) and PBN (F). DLPC liposomes containing 5, 10, 20 and 30% molar ratio of
cholesterol or cholesteryl-PBNs were prepared. PBN was also tested at the same molar ratios by using
DLPC/cholesterol liposomes. Lipid oxidation percentages after 60 min were reported over molar ratios.
Results are presented as the mean t standard deviation of at least three experiments.
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In this work, we have shown that with L-PBN-chol, the nitrone moiety is localized deeper
in the lipid membrane than with chol-PBN-L and chol-PBN. This orientation of the nitrone
moiety brings then the antioxidant group closer to the initial radicals formed in the

membrane allowing a better prevention of the radical chain reaction.

Table 4 IC5o (LM) and plateau oxidation values (%) of cholesteryl-PBNs.
Chol-PBN L-PBN-chol | Chol-PBN-L PBN

[Csg - 36.8+0.4 31.6+0.2 -
AAPH
Low plateau 443+0.4 42.1+0.5 39.8+7.3 67.6+3.1
[Csg 74+0.4 5.4+0.2 5.3+0.3 -
Fenton

Low plateau 31.5+3.6 213+1.7 200+3.0 | 62.7+8.4

When the peroxidation is induced by the Fenton reagent, the pro-oxidant effect of
cholesterol is even more pronounced than with AAPH (Fig. 6A). Concerning the PBN and the
PBN derivatives, they all exhibit antioxidant efficiency even after 2h of incubation with
Fenton reagent. Indeed, after 2h, the percentages of lipid oxidation dropped to 48, 35, 36 %
for chol-PBN, L-PBN-chol and chol-PBN-L, respectively, and only to 76 % for PBN (Fig. 6A).

Fig. 6B-F shows the lipid oxidation after 60 min obtained for liposomes composed of
DLPC/cholesterol (Fig. 6B), DLPC/chol-PBN (Fig. 6C), DLPC/L-PBN-chol (Fig. 6D), DLPC/chol-
PBN-L (Fig. 6E) and DLPC/cholesterol in the presence of PBN (Fig. 6F) at different molar
ratios. As one can see, cholesterol also have a pro-oxidant effect towards DLPC as oxidation
percentages slightly increase with the molar ratio. In presence of cholesteryl-PBNs, oxidation
percentages diminish when the concentration of cholesteryl-PBNs increases, showing their
dose-dependent antioxidant efficiency. The ICso values obtained are smaller than that
determined with AAPH, showing the derivatives are more efficient against Fenton reagent-

induced peroxidation (Table 4). Indeed, chol-PBN, L-PBN-chol, and chol-PBN-L exhibit ICsq of

95



Résultats
L.Socrier et al., 2017. Accepté. BBA — Biomembranes.

7.4 £ 04,54 + 0.2 and 5.3 £ 0.3 uM respectively. The parent nitrone does not show a
sufficient antioxidant efficiency to determine its ICso. Moreover, the lipid oxidation observed
with high antioxidant concentration is always lower than that obtained with AAPH-induced
oxidation which is another proof of the higher efficiency of these components to limit

peroxidation induced by Fenton reagent compared to AAPH thermolysis.
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Fig. 6 Effect of cholesterol, cholesteryl-PBNs and PBN on Fenton-induced oxidation of DLPC liposomes. (A)
Lipid oxidation of DLPC liposomes containing 30% molar ratio (38.4 uM) of chol, cholesteryl-PBNs and PBN.
Evolution of lipid oxidation percentages with increasing concentrations of cholesterol (B), chol-PBN (C), L-
PBN-chol (D), chol-PBN-L (E) and PBN (F). DLPC liposomes containing 5, 10, 20 and 30% molar ratio of chol or
cholesteryl-PBNs were prepared. PBN was also tested at the same molar ratios by using DLPC/cholesterol
liposomes. Lipid oxidation percentages after 60 min were reported over molar ratios. Results are presented
as the mean * standard deviation of at least three experiments.
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There is an apparent discrepancy between the two assays that estimate the oxidation of
lipid vesicles. Indeed, based on the DLS measurements, chol-PBN seems to be more efficient
than chol-PBN-L and L-PBN-chol whereas the conjugated dienes formation is lower in the
presence of the sugar-containing compounds. The increase of the hydrodynamic diameter is
an inaccurate method to measure the membrane peroxidation in liposomes. Indeed, the
modification of the hydrodynamic diameter of liposomes results from the formation of
primary, secondary and final peroxidation products in the membrane while the
measurement of conjugated dienes is a characterization of primary peroxidation products
only. Then, the DLS measurements can be used as a first approach to characterize

antioxidants but not to measure their efficiency and calculate the 1Csq parameter.

According to the literature, the nitrone moiety is able to promote Fe?* oxidation into Fe?*
causing the inhibition of the hydroxyl radicals formation [46] and then the inhibition of the
initiation step of lipid peroxidation. However, contrary to AAPH peroxyl radicals that are able
to generate alkyl radicals in the membrane, no radicals are formed in the lipid membrane
because the Fe** oxidation of the Fenton reagent does not allow the production of hydroxyl
radicals. Regardless the nature of the oxidant, the three cholesteryl-PBN derivatives have
shown significant antioxidant efficiency against lipid peroxidation, showing that the
membrane localization of the antioxidant molecule is essential with only limited effect of the
nature of the interactions (attractive or repulsive) among the components within the

membrane.
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4. Conclusion

We synthesized a cholesterol-derived nitrone called chol-PBN in which the cholesterol
group is attached on the phenyl ring of the nitronyl group. Chol-PBN and two other
cholesterol-derived nitrones bearing an additional sugar group, L-PBN-chol and chol-PBN-L
were evaluated as potential antioxidants on liposomes. Despite the presence of the sugar
moiety which modifies the nature of the interactions with DLPC, the two structural isomers
L-PBN-chol and chol-PBN-L showed a good ability to protect DLPC liposomes from oxidation.

Interestingly, while the protective effect is highly pronounced against the Fenton-induced
oxidation, we observed significant discrepancies against AAPH peroxyl radicals. Since L-PBN-
chol is more efficient and not significantly more deeply embedded inside the membrane
than chol-PBN-L, this suggests the difference in the antioxidant potency arises from a
different position/localization of the nitronyl group within the membrane. Indeed, the
deeper location of the nitrone moiety in L-PBN-chol increases its ability to limit the
propagation step of lipid oxidation induced by AAPH thermolysis contrary to chol-PBN-L by
direct trapping of alkyl radicals formed in the membrane.

This study is another proof of the absolute prerequisite for the membrane localization of
antioxidants to be efficient to prevent lipid peroxidation. The cholesteryl-PBN derivatives are
effective molecules against AAPH-induced and Fenton-induced oxidation because they are
inserted with the lipid membrane no matter the nature of interactions among the

components.
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Appendix A. Supplementary data
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Supp. 1 Inhibition of the AAPH-induced lipid oxidation of DLPC liposomes by Chol, Cholesteryl-PBNs and PBN.
(Left) Absorbance at 234 nm. (Right) Lipid oxidation percentages. Liposomes containing Chol, Cholesteryl-
PBNs and PBN were prepared at four molar ratios: 5, 10, 20 and 30%. DLPC liposomes were also tested as
control. Liposomes were incubated under air atmosphere at 37°C. The final DLPC concentration was 0.1
mg/mL. The final AAPH concentration in liposome suspension was 2mM. Absorbance was measured at 234
nm. Initial absorbencies were 0.90 * 0.05 and were subtracted from each measurement to start the kinetics
at zero. Oxidation percentages were calculated with eq.3. Results are presented as the mean * standard
deviation of at least three experiments.
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Supp. 2 Inhibition of the Fenton-induced lipid oxidation of DLPC liposomes by Chol, Cholesteryl-PBNs and
PBN. (Left) Absorbance at 234 nm. (Right) Lipid oxidation percentages. Liposomes containing Chol,
Cholesteryl-PBNs and PBN were prepared at four molar ratios: 5, 10, 20 and 30%. DLPC liposomes were also
tested as control. Liposomes were incubated under air atmosphere at 37°C. The initial DLPC concentration
was 0.1 mg/mL. The final H,0, and FeSO, concentration in liposome suspension were 1 and 0.1 mM
respectively. Absorbance was measured at 234 nm and normalized to 0. Initial absorbencies were 0.40 * 0.05
and were subtracted from each measurement to start the kinetics at zero. Oxidation percentages were
calculated with equation 1. Results are presented as the mean t standard deviation of at least three

experiments.
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Conclusions du chapitre

Pour résumer, les résultats des expériences menées avec les cholestéryl-PBNs ont
montré que les dérivés sont plus hydrophobes que la PBN et qu’ils ont des propriétés
amphiphiles. En outre, la présence du groupement lactobionamide modifie la nature des
interactions avec les lipides et crée une ségrégation de phase dans les monocouches.
Néanmoins, les dérivés sont capables de prévenir I'oxydation des lipides et de limiter la
perte de structure des liposomes. Enfin, nous avons montré que les interactions des dérivés

avec les chaines acyles sont essentielles pour que I'effet antioxydant soit significatif.
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Chapitre Il. Les nitrones fluorées

1. Introduction

Au cours des 20 dernieres années, de nombreux dérivés amphiphiles ont été synthétisés
pour améliorer I'activité protectrice de la PBN. Bien que l'ajout d’'un groupement
hydrophobe favorise le ciblage des membranes, ce dernier présente le risque de créer un
effet cytolytique a cause de ses propriétés détergentes. Pour limiter cet effet, certains
auteurs ont choisi de greffer a la PBN des chaines acyles perfluorées car elles présentent un
effet détergent moindre que les groupements hydrophobes traditionnels.

Dans ce chapitre, nous avons étudié 'interaction de trois nitrones fluorées synthétisées
par le groupe du Dr Grégory Durand avec les lipides membranaires. Nous avons montré que
I’ajout de la chaine perfluorée permet une meilleure insertion des antioxydants au sein des
membranes, ce qui se traduit par un effet protecteur plus important que celui des molécules
meéres. Bien que la localisation membranaire des dérivés soit nécessaire pour obtenir un
effet protecteur significatif, la nature de I'antioxydant semble étre ici le parametre le plus
important pour 'efficacité antioxydante. Enfin, la combinaison d’antioxydants de nature
différente sur une méme molécule semble étre une stratégie prometteuse pour améliorer

I'efficacité antioxydante et créer un effet de synergie.
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Abstract

Free radical scavengers like a-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) and 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-carboxylic acid (Trolox) have been widely used as protective agents
in various biomimetic and biological models. Amphiphilic Trolox and PBN derivatives have
been designed by adding to the parent compounds a perfluorinated chain in order to
increase their hydrophobicity and a sugar group to ensure water solubility. In the present
work we report their physical-chemical properties and their antioxidant properties. We first
demonstrated that the three derivatives were able to form monolayers at the air/water
interface. We next investigated the ability of each compound to interact with DLPC as well as
their efficiency against AAPH induced oxidation of DLPC liposomes. By performing surface
tension and antioxidant assays, we showed the location inside membranes is important and
that the nature of the nature of the antioxidant is a key parameter in their efficiency against

lipid oxidation.

Key words: lipid oxidation, antioxidant, amphiphilic nitrone, spin traps, model membranes,

synergism
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1. Introduction

Reactive oxygen species (ROS) are essential in living organisms as they are implicated in
several biological processes like signaling pathways,! antimicrobial defense? and cell
adhesion.> However, deregulation of physiological processes as well as the exposition to
external factors such as smoke® may favor an overproduction of ROS that will create an
oxidative stress context. Membrane lipids, especially polyunsaturated lipids (PUFAs), are
degraded by ROS through a chemical process called lipid peroxidation.” Because of their
ability to degrade biomolecules, ROS have been reported to be involved in the early stages
of several diseases like Alzheimer disease,6 diabetes,7 cell death® and cancers.’

To control the amount of reactive species, living organisms use several antioxidant
defense systems that can be either endogenous (enzymes...) or exogenous. Exogenous
antioxidants are mainly natural and come from food (polyphenols, vitamins...), but to
improve natural antioxidants properties, synthetic molecules have been developed.

In this regard, Trolox, a water soluble analog of a-tocopherol, has been used to prevent
apoptosis10 and ischemia.’* Trolox is also used to evaluate the antioxidant activity of
compounds. Indeed, the trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) assay is a
measurement of the strength of an antioxidant. TEAC allows the comparison of the
antioxidant efficiency of food and beverages, as the evaluation of single molecules is difficult
in those systems.™**?

Because of their enhanced reactivity against free radicals, spin trapping agents are often
used against free radicals.”* Among them, a-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) is certainly the
most popular. PBN was first used as a spin-trap for electron spin resonance (ESR)
15,16

experiments, however, it has widely been used in biological models as an antioxidant.

Although PBN presented the advantages of being a non-toxic chemically stable antioxidant
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with a half-life of six hours in animals that provides a good therapeutic window,"’ it presents
a poor ability to remain inside cell membranes because of its pronounced hydrophilic
properties. In an attempt to create nitrones with higher hydrophobicity and affinity for
membranes, several molecules deriving from nitrones have been designed. For instance,
Ayuso et al.,'®, as well as Choteau et al.,*® reported the synthesis of PBN derivatives bearing
a cholesterol moiety. In both cases, the authors demonstrated that compared to PBN, the
derivatives presented an enhanced protection activity against stroke and retina light-
induced damages, respectively.

New Trolox and PBN amphiphilic derivatives’®*' have recently been designed. They
comprise, on one hand, a perfluorinated chain to increase hydrophobicity without inducing a
cytolytic effect?” and on the other hand, a sugar group to maintain water solubility (Fig. 1). In
the present work, we studied the physicochemical properties of these derivatives as well as
their antioxidant properties by using biomimetic systems. Surface tension experiments
showed that the derivatives have the ability to form monolayers at the air water interface
contrary to non-modified compounds, confirming their enhanced lipophilicity. By performing
Langmuir monolayer and antioxidant assays, we showed that the derivatives are more
efficient than the non-modified compounds and that the nature of the active moiety is a key

parameter in the antioxidant efficiency.
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Fig. 1 Chemical structure of the molecules studied.
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2. Experimental section
2.1. Chemicals

1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DLPC), 1-palmitoyl-2-stearoyl-(5-DOXYL)-sn-
glycero-3-phosphocholine (5-DOXYL PC) and 1-palmitoyl-2-steroyl-(10-DOXYL)-sn-glycero-3-
phosphocholine (10-DOXYL PC) were purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL,
USA). 2,2'-azo-bis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH), 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-
1-ethanesulfonic acid (Hepes), Trolox ((z)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-
carboxylic acid) and a-phenyl-N-tert-butylnitrone (PBN) were purchased from Sigma (St.
Louis, MO, USA). FAPBN?®, FATx*°and FATXPBN*' were synthesized according to the
procedure previously published.

The water used in all assays was purified using a Millipore filtering system (Bedford, MA),
yielding ultrapure water (18.2MQxcm). Stock solutions of pure DLPC were prepared with
chloroform for the preparation of liposomes or with hexane/ethanol 9:1 (v/v) for the
monolayer studies. The antioxidants were dissolved in chloroform for liposomes studies and
ethanol for the monolayers studies. LogP values were calculated with the software

ACD/ChemSketch version 14.01. www.acdlabs.com

2.2. Surface tension experiments

All the experiments were performed at constant temperature (21.0+0.1°C). The film
balance was built by Nima (Coventry, England) for adsorption experiments on a small Teflon
dish. The dish (surface=19.6 cm?) was equipped with a Wilhelmy-type pressure measuring
system. In these experiments, we used a subphase buffer of 62 mL continuously stirred with
a magnetic stirrer spinning at 100 rpm. The buffer contained 10 mM of Hepes, 150 mM of

NaCl and was adjusted to pH 7.4.
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To prepare Gibbs monolayers, ethanolic solutions of antioxidants were injected in the
subphase at two ranges of concentrations: from 1 to 40 uM for Trolox and PBN, and from
0.0625 to 10 uM for the fluorinated antioxidants. To study the adsorption of the fluorinated
antioxidants to DLPC monolayers, DLPC was dissolved in hexane/ethanol 9:1 (v/v) and
spread at the air—water interface to reach the desired surface pressure. As soon as the initial
surface pressure was stabilized (~¥15 min), antioxidants solubilized in ethanol were injected
into the subphase at a final concentration of 50 nM with an Hamilton syringe. Their
adsorption at the air/lipid buffer interface was then followed by measuring the variation of
surface pressure. A control experiment was also performed by injecting ethanol in the

subphase, which produced no significant perturbation of the surface pressure.

2.3. Measurement of nitroxide quenching and evaluation of the depth inside the

membrane
DLPC Liposomes containing only 20% (%mol) of fluorinated compound or 20% (%mol) of
fluorinated compound plus 15% (%mol) of nitroxide labeled phospholipids (5-DOXYL PC or
10-DOXYL PC) were prepared with the procedure previously described.”® Fluorescence
intensities were measured for each sample with the following excitation and emission
wavelengths (Aex:Aem): 345:687 nm for FAPBN, 300:595 nm for FATx and 255:505 nm for
FATxPBN. The distance of the antioxidants from the center of the bilayer was calculated by

using the parallax equation:**
Zeg = Leg + (—In (Fi/Fy)/ mC — L51)/2Ly; (eq.1)

where Zrepresents the distance of the compound from the center of the bilayer, L, the
distance of the shallow quencher from the center of the membrane, F; the fluorescence

intensity (Fs/Fo) in the presence of the shallow quencher (5-DOXYL PC), F, the fluorescence
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intensity (F10/Fo) in the presence of the deeper quencher (10-DOXYL PC), C the concentration
of quencher in molecules/A%. To be more precise, C corresponds to the mole fraction of
nitroxide-labeled phospholipids divided by the area per phospholipids (70 A), i.e. 0.15/70 A.
At last, Ly; corresponds to the distance between the shallow and deep quenchers.
Fluorescence intensities of DLPC alone were verified and the values obtained were not

significant.

2.4. Preparation of liposomes

DLPC alone or DLPC/antioxidant mixtures were dried under a stream of nitrogen and then
kept under high vacuum for 2 hours to obtain a solvent-free film. The dry film was then
dispersed in Hepes buffer to obtain multilamellar vesicles (MLVs). Small unilamellar vesicles
(SUVs) were obtained by sonicating MLVs to clarity (3 cycles of 150 seconds) with a 500W
titanium probe sonicator at 33% of the maximal power (Fisher Bioblock Scientific, France).
To limit oxidation due to heat and light, sonication was performed in the dark and samples
were kept in an ice bath. Then, the liposome suspension was filtered on 0.2 um Acrodisc®
(Pall Life Sciences, USA) to remove titanium particles. Liposomes size distribution was

determined by dynamic light scattering (Zetasizer Nano-S, Malvern) and was unimodal.

2.5. Antioxidant efficiency of fluorinated derivatives

The antioxidant efficiency of the non-modified compounds as well as the derivatives was
assessed by measuring the amount of conjugated dienes, which constitute the very first

>2> Liposomes of DLPC alone or mixed

products of peroxidation for poly-unsaturated lipids.
with Fluorinated-antioxidants, Trolox or PBN at different concentrations were prepared in

Hepes buffer. Lipid peroxidation was initiated by adding AAPH at a final concentration of 2
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mM. The final concentration of DLPC for each assay was kept constant at 0.1 mg/mL. For the
control assay, DLPC liposomes were tested alone. The samples were immediately incubated
at 37°C. Conjugated dienes formation was measured with a Specord S300 UV-VIS
spectrophotometer (Jena, Germany) at 234 nm. Results are expressed as percentages of

peroxidation, calculated as follows:

Absorbance
Lipid oxidation (%) = sample

100 .2
Absorbance maxcontrol i (eq.2)

The curves were fitted by applying a dose-response model with variable slope with the
software GraphPadPrism version 6.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California

USA, www.graphpad.com.

To further characterize the differences in the antioxidant efficiency of the compounds, we

calculated the lag time of oxidation as follows:

, . sample - trol
lag time = time;q 00 — timeso)soo) (eq.3)

where timejo/20% is the time required to reach 10 or 20% of oxidation for the liposomes of
DLPC/antioxidant 95:5 (mol/mol) (sample) and for the pure DLPC vesicles (control)

respectively.

3. Results and discussion

3.1. Interfacial behavior of the antioxidants

3.1.1. Adsorption of the fluorinated derivatives at the air-buffer interface
To characterize the amphiphilicity of the antioxidants, we measured their ability to adsorb
at the air-buffer interface. Different concentrations of each compound were injected in the
subphase and the surface tension was recorded continuously to assess the formation of a

Gibbs monolayer at the interface. Fig. 2 represents the surface activity of each compound.
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The injection of 1, 5, 10, 20 and 30 uM of Trolox and PBN had only a poor effect on the
surface pressure as the variations of surface pressure (Am) recorded were comprised
between 0 and 3 mN/m (Fig 2A, 2B). On the contrary, the fluorinated derivatives presented a
high surface activity since the injection of 0.1 uM was enough to observe a non-negligible
surface activity (Fig 2C, 2D, 2E). A maximal surface activity of ~ 40 mN/m was reached at only
1 uM for FATXPBN and FATx and at 3uM for FAPBN indicating that FATXPBN and FATx exhibit
higher hydrophobicity compared to FAPBN. Higher concentrations (i.e. 5 and 10 uM) were
also tested and Ar values recorded remained close to 40 mN/m.

The logP values of the compounds were calculated and are summarized in Table 1. The
three fluorinated compounds have logP values significantly higher their parent compounds.
This indicates, as already observed, the strong contribution of a perfluorinated chain on the
overall hydrophobicity of an amphiphilic molecules. Moreover the higher hydrophobicity of
Trolox over PBN is clearly observed as Trolox exhibit a value of 3 while that of PBN is 1.3.
This is also observed when comparing FATx and FAPBN with values of 3.8 and 2, respectively.

The same tendency is observed with the experimentally determined log k’y, values
previously reported.21 FATXPBN and FATx have log k’y, values ~ 5 times higher than Trolox
when that of FAPBN is 3 times higher than PBN. These results indicate the amphiphilic
derivatives are more hydrophobic than the non-modified compounds, in good agreement
with the pronounced surface activity observed in the previous experiments. Taken together
this shows that addition of the fluorinated chain significantly increase the hydrophobicity,

and allows the formation of stable monolayers at the air-water interface.
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Fig. 2 Surface activities (Gibbs monolayers) of the compounds at the air/water interface. (A) Trolox, (B) PBN,
(C) FATxPBN, (D) FATx and (E) FAPBN. Antioxidants were injected at different concentrations in the subphase
and surface pressure was recorded after 5 min. The subphase buffer contained 10 mM of Hepes and 150 mM

of NaCl. The pH was adjusted at 7.4. Data was fitted with a Langmuir equation with GraphPadPrism
software.

Table 1 LogP values of the antioxidants.

PBN FATxPBN
13+0.3 42+11

Trolox

3.0+0.3

FATX
3.8+1.0

FAPBN
2010

LogP

3.1.2. Interactions with an unsaturated phospholipid

To evaluate the ability of each compound to interact with DLPC, we performed adsorption
at lipid monolayers assays. DLPC monolayers were prepared at different initial pressures and
the compounds were injected in the subphase. The variation of pressure was recorded to
evaluate the ability of the compounds to modify the surface activity of the monolayer. In
order to avoid that the surface activity of the fluorinated compounds interacts with the
measurements, they were injected at low concentration (0.05 uM) since at concentrations
inferior to 0.1 uM they all presented a negligible surface activity (see Fig 2). Fig 3 represents

the variation of pressure (An) over the initial surface pressure. As one can see, injection of
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the non-modified compounds (Fig 3A, 3B) had a small effect on the surface pressure as An
remains under 3 mN/m, independently of the initial pressure. On the contrary, injection of
fluorinated derivatives (Fig 3C, 3D, 3E) caused an immediate increase of the surface pressure
and Arn diminished when the initial pressure was increased. The linear regression led to the
maximal insertion pressure (MIP), which designates the highest pressure that fluorinated
derivatives can penetrate monolayers.”® As reported in Table 2, FATXPBN, FATx and FAPBN
possess MIPs of 51.5, 48.6 and 39.5 mN/m, respectively. Because all the MIPs are superior to
30-35 mN/m, which have been reported to be the average lateral pressure of biological
membranes,®’ this suggests that fluorinated compounds may have the ability to penetrate
bilayers at a physiological pressure. As fluorinated derivatives can insert in the membrane
contrary to the parent antioxidants, we concluded that the addition of the fluorinated chain
has increased their affinity for DLPC.

Calvez and co-workers®® reported that in addition of the MIP, another parameter can be
used to evaluate the affinity of the fluorinated compounds for DLPC. Indeed, the
extrapolation from an initial surface pressure of 30 mN/m allowed us to determine the
Amzomn/m Which reflects the quantity of fluorinated derivatives associated to the monolayer.
As reported in Table 2, FATXPBN and FATx have Amsgvalues ~ 4 times higher than FAPBN (9.9
and 9.0 versus 2.3 mN/m). This result indicates that the amount of FATXxPBN and FATx

inserted in the membrane is much more important.
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Fig. 3 Determination of the maximal insertion pressure (MIP) of fluorinated derivatives inside DLPC
monolayers. (A) Trolox, (B) PBN, (C) FATxPBN, (D) FATx, (E) FAPBN. DLPC monolayers at different initial
surface pressure were spread on a buffer containing 10 mM Hepes and 150 mM NaCl. The pH was adjusted
at 7.4. All the compounds were injected under the monolayer at a final concentration of 50 nM.

Table 2 Summary of MIP and ATt3omn/m Values of the fluorinated compounds.

FATXPBN FATx FAPBN
MIP (mN/m) | 51.5+3.3 | 486+53 | 39.5%5.9
Amzo (MN/m) | 9.9+0.8 9.0+ 1.5 23+1.1

3.2. The hydrophobic properties influence the insertion of the derivatives inside the

membrane

We demonstrated that the three fluorinated derivatives are able to interact with DLPC

monolayers, however, differences of affinity were observed and were correlated to the

overall hydrophobicity. To precisely evaluate the position of the derivatives inside the

membrane, we used the parallax method.?* DLPC liposomes containing the fluorinated

compounds and a nitroxide-labeled lipid (DOXYL-5-PC or DOXYL-10-PC) were prepared and
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we measured the fluorescence intensities from which the distance of each compound from
the center of the membrane were evaluated. Distances of the nitroxide groups from the
center of the membrane were 12,2 A for 5-DOXYL PC and 6,1 A for 10-DOXYL PC.** Z; values
are reported in Table 3. As one can see, FATxPBN and FATx are embedded deeper inside the
membrane comparing to FAPBN. Along with logP, we observe that the higher the
hydrophobicity, the deeper the molecules are inserted with a good correlation (Supp 1).
These results are in accordance with Amsomn/m Values, which suggest that FAPBN has less

affinity for the membrane than the other compounds.

Table 3 Distance of the fluorinated derivatives from the center of the bilayer.

FATXPBN FATX FAPBN
2 (A) 8.7+0.1 9.2+0.2 12.3+1.0

3.3. The fluorinated derivatives do not modify the membrane’s structure

To evaluate the impact of the insertion of the derivatives on the membrane’s integrity,
we performed calcein release experiments. DLPC liposomes containing calcein were
prepared and the fluorinated antioxidants were added to the samples and fluorescence
intensities were measured during 2 hours to evaluate the calcein leakage. In all cases, the
addition of the antioxidant caused a weak leakage of the liposomes, but the percentages
remain under 5% during the entire experiment (data not shown). The addition of Triton X100
after two hours caused a significant increase of the fluorescence intensity due to the release
of the total amount of encapsulated calcein. Because the injection of these compounds did
not significantly modify the calcein leakage, we concluded that their insertion has no

significant effect on the structure of the membrane. Contrary to Frotscher and co-workers,?®
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who observed a solubilization of lipid bilayers during their incubation with fluorinated
compounds, our assays did not reveal significant modification of the permeability of the
membrane, indicating the fluorinated derivatives do not solubilize the membranes. This is
certainly due to the fact that they tested concentrations much more important than ours (2

mM versus 5 uM).

3.4. Fluorinated derivatives and non-modified compounds inhibit lipid oxidation

Previous experiments allowed us to demonstrate that the non-modified compounds have
less affinity for DLPC comparing to the fluorinated derivatives that penetrate DLPC
monolayers. In order to evaluate the capacity of the compounds to decrease lipid oxidation,
we measured the inhibition of the AAPH-induced oxidation of DLPC. Fig 4A represents the
oxidation percentages over time in presence of FATXPBN. As one can see, oxidation
percentages increase over time, regardless of the concentration of FATxPBN. In absence of
FATXPBN, oxidation percentages increase until reaching a plateau at 60 minutes. Indeed, as
conjugated dienes are primary products of lipid oxidation,>?* they constitute the major
products at the beginning of the kinetics. However, after 80 minutes, lipid oxidation
percentages begin to decrease as the oxidation continues beyond the conjugated dienes
stage. In fact, conjugated dienes are progressively replaced by secondary peroxidation
products that are not detected at 234 nm. With increasing concentrations of FATXPBN, we
noticed a gradual diminution of the percentages, showing its dose-dependent antioxidant
efficiency (Fig. 4A). The same tendency was observed with Trolox, FATx and FAPBN (data not
shown).

To allow a better comparison of the antioxidant efficiencies, we reported oxidation

percentages after 80 minutes (the time necessary to reach the plateau in absence of
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antioxidant) over the antioxidant concentration (Fig 4B-F). For FATXPBN and FATx, molar
ratios comprised between 1.25 and 2.5% seem to be enough to reach the maximal
antioxidant efficiency. FAPBN seems to be less efficient as saturation was reached with
ratios comprised between 20 and 30%. No significant antioxidant efficiency was observed for
PBN, even at high concentrations (i.e. 30-40 uM). Half-maximal inhibitory concentrations
(ICso), defined as the concentration necessary to half-reduce the oxidation from the initial
response (i.e. in absence of antioxidant), were determined and values are reported in Table
2. Trolox, FATxPBN, FATx and FAPBN present ICso values of 4.0, 0.62, 0.93, and 29.5 uM,
respectively.

The comparison between the non-modified compounds shows that Trolox is a much
better antioxidant against peroxyl radicals than PBN since no ICso was observed for PBN. This
observation is in agreement with previous work, where we showed that Trolox was more
efficient than PBN to neutralize ABTS radicals.? As for the fluorinated derivatives, they all
possess lower ICso than their parent compounds. Indeed, FATXPBN and FATx have ICsq ~ 5
times lower than Trolox (0.62 and 0.93 uM versus 4.0 uM) and FAPBN presented an ICsqof

29.5 uM while PBN has no ICsp.
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Fig. 4 Inhibition of the AAPH-induced oxidation of DLPC liposomes by FATXPBN and determination of the
half-maximal inhibitory concentration (ICs;) of each compound. (A) Lipid oxidation percentages with
increasing concentrations of FATxPBN. Determination of the half-maximal inhibitory concentration (ICsy) of
Trolox (B), PBN (C), FATxPBN(D), FATx (E) and FAPBN (F). Liposomes were incubated under air atmosphere at
37°C during two hours. The final DLPC concentration was 0.1 mg/mL. The final AAPH concentration in

liposome suspension was 2 mM. Results are presented as the mean * standard deviation of at least three
experiments.
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Table 4 ICso (M) values of the antioxidants.
Trolox PBN FATxPBN FATx FAPBN

ICsp (1M) 40+1.0 - 0.6+0.1 09+0.1 29.5+29

To further discriminate between the antioxidant efficiencies of the two most efficient
compounds (FATXPBN and FATx), we have determined the lag times which represent the
time required to reach either 10 or 20% of lipid oxidation for DLPC liposomes containing the
same amount of the different antioxidants, i.e. 5 mol% (Fig. 5). As one can see, except PBN
and FAPBN at 20% oxidation (1.5+2.0 and 6.0+1.0 min, respectively), the lag times of
fluorinated compounds are not significantly different compared to non-modified
compounds. In the case of FATxPBN, the lag time was significantly higher at 10 and 20%
oxidation than for all the compounds which suggest that this molecule is able to delay the
oxidation process. In accordance with previous results, these data allowed us to conclude
that the chemical modification (i.e. the addition of the perfluorinated chain) significantly

improves the antioxidant efficiency of the parent compounds.
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Fig. 5 Lag time necessary to reach 10 and 20% of oxidation. Liposomes containing 5 % molar ratios of each
compound were prepared and the oxidation launched as previously described. Lag times were calculated
with eq. 3. Results are presented as the mean * standard deviation of at least three experiments.
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The antioxidants assays conducted in this work highlight that the three fluorinated
derivatives are much more efficient than their parent compounds. However, significant
discrepancies are observed between the derivatives as FATXPBN and FATx possess ICsq ~ 32
times higher than FAPBN. The differences observed between FAPBN and the two other
fluorinated compounds can be explained by the fact that FATXxPBN and FATx are more deeply
inserted in the membrane than FAPBN very likely due to their enhanced hydrophobicity
(Table 3). It has been reported that a location close to the phospholipids acyl chains favors a
better inhibition of lipid oxidation which clearly supports our hypothesis.?’> Moreover, Azouzi
and co-workers recently reported that serotonin has the ability to bind and protect DLPC
enriched membranes from oxidation.* They suggested its frequent interactions with
phospholipids acyl chains might inhibit the propagation step of lipid oxidation. However,
while FATx and FAPBN have very similar chemical structures, the difference in their
antioxidant potency suggests that other parameters are involved. The nature of the
antioxidant moiety seems to play a crucial role. This is also supported by the fact that Trolox
outcompete PBN and therefore the nature of the antioxidant appears to be the most
important parameter for the antioxidant efficiency while the amphiphilicity, by ensuring a
deeper localization within the membrane, improves the protection.

With an ICso of 0.6 uM, FATXPBN has shown the highest antioxidant activity of all the
compounds. Because its ICso is smaller than the average of FATx and FAPBN, we suggest that
the presence of Trolox and PBN on the same carrier creates a synergistic antioxidant effect.

Several researchers have reported on synergistic effects created by combining different
antioxidants. For instance, it has been reported that the combination of B-carotene and a-
tocopherol results in a better protection of rats liver microsomes from oxidative stress.>!

According to the authors, B-carotene, which has a poor antioxidant effect alone, may protect
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o-tocopherol by forming a B-carotene peroxyl radical. Recently, Trolox have been mixed
with caffeic acid phenethyl ester (CAPE) to create a synergistic antioxidant effect.”> The
authors attributed the enhanced protection of rats liver microsomes from radiation-induced
oxidative stress to weak interactions (hydrogen bonds) between Trolox and CAPE. Trolox has
also been combined to nitrones to create nitrone derivatives of Trolox.*° Preliminary in vitro
and in vivo experiments revealed they are more efficient than the parent compounds against
lipid oxidation and ischemia.

Because FATXPBN and FATx have very close ICso values (0.6 and 0.9 uM), synergism
between Trolox and PBN may not seem obvious at first. Synergism between antioxidants can

happen through different mechanisms like sacrificial oxidation,*®

regeneration or other
mechanisms.** In the case of sacrificial oxidation, one antioxidant protects the other by free
radical scavenging, when for regeneration, one antioxidant is oxidized to renew the second
one. A famous example of regeneration is the interaction between vitamin E and vitamin c.®

In our case, the ability of FATXPBN to strongly delay lipid oxidation compared to other
antioxidants (Fig. 5) suggest that FATXPBN combines the retarding effect of PBN*® with the
chain breaking activity of Trolox®’ to create a synergistic effect by retardation. At first, the
PBN moiety seems to delay the oxidation during 60 minutes, as oxidation percentages of
liposomes are the same, regardless of the concentration of FATXPBN (Fig. 4A). Then, the
dose-dependent antioxidant efficiency observed may be attributed to the Trolox moiety, as
FAPBN is slightly efficient against AAPH-induced oxidation (Fig 4F). The lag times previously
determined are in accordance with this hypothesis, as the time to reach 20% of oxidation
with FATxPBN is significantly higher than the other compounds.

Our group has previously reported the synthesis of PBNLP, a divalent antioxidant bearing

a PBN and a lipoic acid moiety.>* No synergistic antioxidant effect was observed as PBNLP
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and its individual constituents showed a similar ability to protect red blood cells from AAPH-
induced hemolysis. However, the combination of the two moieties on the same carrier
strongly diminished the antagonist effect observed between the individual compounds.
Other researchers attempted to combine different types of antioxidants to generate
synergistic effects. For instance, lipoic acid have been combined to Trolox*! as well as a nitric
oxide synthase inhibitor*? with the objective to obtain greater protective effects. Preliminary
experiments on biological systems highlighted that the divalent antioxidants have better
abilities to prevent neuronal damage caused by glutamate and oxidation of rat microsomal
membrane lipids. Recently, Vavrilokova and co-workers, through enzymatic reactions,
combined silybin to ascorbic acid, Trolox alcohol or tyrosol to obtain divalent antioxidants.*?
Among all the compounds, the derivative combining silybin to ascorbic acid showed the
highest ability to protect rat microsomes from lipid oxidation. Thus, our results, in
accordance with literature, suggest that the strategy of grafting two antioxidants on the

same carrier to enhance the antioxidant efficiency deserves attention.
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Conclusion

Amphiphilic fluorinated antioxidants that possess either a Trolox or a PBN moiety or both
of them were studied as antioxidants in model membranes. The comparison with the parent
compounds revealed that making them amphiphilic is beneficial in multiple aspects. The
addition of the perfluorinated chain enhances the hydrophobicity, giving the antioxidants
the ability to form monolayers at the air-water interface. Because the derivatives present
higher hydrophobicity, they can penetrate DLPC membranes, which results in a pronounced
antioxidant efficiency compared to the non-modified compounds. Interestingly, even if PBN
is not efficient against AAPH-induced lipid oxidation, its combination with a Trolox moiety on
a same carrier creates a synergistic effect that improves the global antioxidant efficiency of
these molecules. Because of their enhanced hydrophobicity, these compounds may have

various applications in cosmetics and food industry as preservatives.
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Conclusions du chapitre

Pour résumer, les résultats des expériences menées avec les dérivés fluorés ont
montré que les dérivés sont plus hydrophobes que la PBN et que la chaine perfluorée
augmente la capacité d’insertion du Trolox et de la PBN dans les membranes.

En outre, bien que les dérivés soient plus efficaces que les molécules méres pour prévenir
I’oxydation des lipides, la nature de I'antioxydant semble étre le parameétre influengant le
plus I'efficacité antioxydante. Enfin, la combinaison du Trolox et de la PBN sur un méme

motif augmente I'efficacité antioxydante et semble créer un effet de synergie.
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Chapitre Ill. Les composés phénoliques

1. Introduction

Le lin (Linum usitatissimum) est particulierement cultivé en France pour ses fibres et son
huile riche en acides gras polyinsaturés. Néanmoins, cette plante est aussi connue comme
étant celle qui posséde la plus grande concentration de lignanes (McClements et Decker,
2000). Ces composés phénoliques, bien qu’ils soient connus pour leurs effets bénéfiques sur
la santé, sont peu étudiés. Ainsi, pour mieux comprendre leur fonctionnement et leurs
interactions avec les lipides membranaires, I'équipe du professeur Frangois Mesnard
(Laboratoire de Biologie des plantes et Innovation) a purifié a partir du lin plusieurs
molécules appartenant a cette classe de composés. Des acides hydroxycinnamiques ont
également été purifiés. Dans ce chapitre, nous avons étudié leurs propriétés antioxydantes a
I'aide de systémes biomimétiques. De maniére générale, les deux classes de composés se
sont avérées efficaces pour protéger les lipides membranaires de I'oxydation et I'étude de
leurs interactions avec les lipides membranaires a permis de montrer qu’elles présentent des

modes d’action différents.
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Abstract

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are particularly sensitive to the damages due to
reactive oxygen species (ROS) and lipid oxidation has been reported to be involved in the
degradation of food as well as the early stages of several diseases. To prevent their
deleterious effects, phenolic compounds are widely used as they are known for their ability
to neutralize free radicals.

In the present work, we purified hydroxycinnamic acids and lignans from flaxseeds and
studied their influence on lipid oxidation by using biomimetic lipid systems. We showed both
classes of compounds are efficient to limit lipid oxidation and evidenced a relationship
between the structure and the antioxidant efficiency. The characterization of their
interactions with membranes lipids revealed that these compounds have different
mechanisms of action and that the localization inside the hydrophobic core of the

membrane remains an important parameter in the antioxidant efficiency.

Key words: phenolic compounds, antioxidant, lipid oxidation, model membranes

Phenolic compounds abbreviations:

coumaric acid glucoside (coumG), caffeic acid glucoside (cafG), ferulic acid glucoside (ferG),
coumaric acid (coum), caffeic acid (caf), ferulic acid (fer), secoisolariciresinol diglucoside
(SDG), secosisolariciresinol monoglucoside (SMG), secoisolariciresinol (seco), lariciresinol
diglucoside (LDG), pinoresinol diglucoside (PDG), lariciresinol (larici), pinoresinol (pino),

anhydro-secoisolariciresinol (anhydro).
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1. Introduction

The deterioration of food supplies (Fernandez, Pérez-Alvarez, & Ferndndez-Lépez, 1997)
as well as the appearance of diseases (Waris & Ahsan, 2006) is widely associated with an
oxidative stress phenomenon, caused by an excess of reactive oxygen species (ROS). ROS are
able to degrade all types of constituting biomolecules, i.e. proteins, lipids and DNA.
Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) remain one of the most important target of ROS (Avery,
2011). Because of the presence of several double bonds, PUFAs are particularly sensitive to
the deleterious effects of reactive species. Thereby, any contact between reactive species
and PUFAs triggers a chemical reaction called lipid peroxidation, which results in their
degradation. Lipid peroxidation can be divided in three major steps (Wheatley, 2000).

In the initiation step, ROS abstract an allylic hydrogen atom from a methylene group of
the lipids acyl chain to form an alkyl radical (L°) which is highly unstable. This radical
undergoes a step of rearrangement of its double bonds to form an alkyl radical called
conjugated diene. Then, this latter radical can react with molecular oxygen to form a peroxyl
radical (LOO®). In the propagation step, peroxyl radicals amplify the reaction by abstracting
other allylic hydrogens from adjacent polyunsaturated acyl chains. This creates a self-
perpetrating chain reaction that allows the formation of new alkyl radicals. At last, in the
termination step, peroxyl radicals can form less reactive products like cyclic peroxides and
hydroperoxydes. These molecules can be further degraded in a wide range of compounds:
aldehydes like 4-hydroxy-2-trans nonenal (4-HNE) and malonaldehyde (MDA), alcohols,
epoxides, ether and hydrocarbons. The termination step can also take place when a free
radical reacts with another one or splits to form stable products (Schaich, 2005).

Phenolic compounds are often used to prevent lipid peroxidation, as they are known for

their ability to scavenge ROS (Di Meo et al., 2013). Phenolic compounds are secondary
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metabolites that are produced by plants. From a chemical point of view, they are defined as
compounds possessing at least one hydroxyl group attached to a benzene ring (Fadel, El
Kirat, & Morandat, 2011). More than 8 000 phenolic compounds have been discovered. They
can be divided into six main classes: flavonoids, phenolic acids, stilbenes, coumarins, tannins
and lignans (Fereidoon Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

Flax (Linum usitatissimum) is a plant from the Linaceae family that presents several
advantages as a functional food. Up to the 1990s, flax was mainly cultivated for the fibers
contained in its stem to produce textile and paper (Goyal, Sharma, Upadhyay, Gill, & Sihag,
2014). However, in the last two decades, there’s been a growing interest for the bioactive
molecules of the seeds as they contain 30 to 40% of oil rich in ®-3 (Shim, Gui, Arnison,
Wang, & Reaney, 2014), 20 to 25% of proteins and 20 to 28% of dietary fibers (Dixit,
Kanakraj, & Rehman, 2012). The seeds also contain a significant amount of phenolic
compounds with quantities ranging from 8 to 10 grams of phenolic acids and 6 to 29 grams
of lignans per kg (Kasote, 2013).

Phenolic compounds present several applications in food industry. One of the main issues
of industrials is to preserve the organoleptic properties of their products. The oxidation of
PUFAs contained in food can lead to browning, loss of flavor, appearance of bad odors and
rancidity (Fernandez et al., 1997). Food rich in PUFAs — e.g oils, muscle food, fish — are
particularly sensitive to the deterioration due to lipid oxidation (Perumalla & Hettiarachchy,
2011). Because of their antioxidant activity, phenolic compounds constitute valuable food
preservatives. In this regard, green tea phenolic compounds have been used to extend the
shelf life of pork sausages (Siripatrawan & Noipha, 2012) and to prevent the retrogradation
of rice starch (Wu, Chen, Li, & Li, 2009). Lignans have been reported increase the stability of

edible oils (Hemalatha & Ghafoorunissa, 2007) and milled flaxseeds, since they contain a
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high amount of phenolic compounds, are used to improve the nutritional quality of bakery
products (Goyal et al., 2014). Phenolic compounds can also be used in food as antimicrobials,
thickeners, flavorings agents (Ayala-Zavala et al., 2011) or to maintain the color of red meats
(Namal Senanayake, 2013).

In addition, although the subject remains controversial, several epidemiological studies

suggests that the antioxidant properties of phenolic compounds are beneficial for health
(Del Rio et al., 2013).
In this regard, the consumption of flaxseeds has been associated with a diminution the
incidence rate of atherosclerosis (Rodriguez-Leyva et al., 2013) and breast cancer
(Thompson, Chen, Li, Strasser-Weippl, & Goss, 2005). These effects were attributed to the
presence of phenolic compounds, since flax has been reported to be the plant that possesses
the highest quantity of lignans (McClements & Decker, 2000).

According to literature, the antioxidant properties of phenolic compounds are due to the
presence of structural elements like the catechol moiety and the hydroxyls groups, which are
directly involved in the antiradical activity (Heim, Tagliaferro, & Bobilya, 2002). However, the
ability of phenolic compounds to interact with membranes remains an important parameter
in their antioxidant efficiency. In this regard, Fadel and co-workers reported that 1% mol of
rosmarinic acid spontaneously penetrate and fully protect membranes from oxidation (Fadel
etal., 2011).

To better understand the mechanisms of action of flaxseeds phenolic compounds, we
extracted hydroxycinnamic acids and lignans (Fig 1) from flaxseeds and studied their
influence on lipid oxidation by using biomimetic lipid systems. Oxidative stress experiments
allowed us to evaluate the phenolic compounds ability to protect 1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-

3-phosphocholine (DLPC) from oxidation. Most of the compounds showed the ability to
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decrease lipid oxidation in a dose-dependent manner but lignans were generally more
efficient than hydroxycinnamic acids. Surface tension experiments revealed structural
parameters like the presence of sugar moieties hinders the interactions with the membrane
and thanks to HPLC experiments, we were able to quantify the amount of phenolic
compound associated to the membrane. In this study, we evidenced that the membrane

localization is a prerequisite for potent antioxidant efficiency.
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Fig. 1 Chemical structures of purified glucoside compounds. CoumG (A), cafG (B), ferG (C), coum (D), caf (E),
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2. Material and methods

2.1. Chemicals

1,2-dilinoleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DLPC) and calcein were purchased from
Avanti Polar Lipids (Alabaster, USA). 2,2'-azo-bis(2-amidinopropane)dihydrochloride (AAPH),
4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid (Hepes), ferulic acid (fer), caffeic acid
(caf), coumaric (coum), secoisolariciresinol (seco), pinoresinol (pino), lariciresinol (larici)
were purchased from Sigma (St. Louis, MO). Phenolic compounds were dissolved in ethanol
and kept at 4°C. The water used in all assays was purified by using a Millipore filtering
system (Bedford, MA), yielding ultrapure water (18.2 MQxcm). Stock solutions of pure DLPC
were prepared either with chloroform for the preparation of liposomes or with

hexane/ethanol 9:1 (v/v) for the adsorption experiments.

2.2. Extraction and purification of phenolic compounds

Glucoside phenolic compounds (Supp 1) were extracted from flax (Linum usitatissimum)
seeds. Ground seeds were extracted with 50% ethanol at 60°C during 3 h with 0.1 M of
NaOH and neutralized with 0.1 M of acetic acid. Afterward, the compounds contained in the
extract were separated on a Shimadzu LC-8A system equipped with an autosampler
Shimadzu SIL-10AE as described in (Quéro et al., 2016). SMG and anhydro were obtained
from SDG hydrolysis as described by Li and co-workers (Li, Yuan, Xu, Wang, & Liu, 2008) and
purified with the protocol mentioned above.

All purified compounds were characterized by NMR (Supp 2) and LC-MS (Supp 3) as
described in (Quéro et al., 2016). The purity was determined by NMR. For each compound,
the H' signals attributed were weighted by all H' signals obtained. Thus, the calculated purity

of each purified phenolic compound was greater than 95%. LogP and topographic surface
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area (TPSA) values were calculated with Molinspiration cheminformatics software.

www.molinspiration.com

2.3. Preparation of liposomes

DLPC was dried under a stream of nitrogen and then kept under high vacuum for 2 h to
obtain a solvent-free film. The dry film was then dispersed in Hepes buffer (10 mM Hepes,
150 mM NaCl, pH 7.4) to obtain multilamellar vesicles (MLVs). Small unilamellar vesicles
(SUVs) were obtained by sonicating MLVs to clarity (3 cycles of 2 min 30 s) with a 500 W
titanium probe sonicator at 33% of the maximal power (Fisher Bioblock Scientific, France).
To limit oxidation due to heat and light, sonication was performed in the dark and samples
were kept in an ice bath. Then, to remove titanium particles, liposome suspensions were
filtered on 0.2 um Acrodisc® (Pall Life Sciences, USA).

To prepare large unilamellar vesicles (LUVs), the MLVs suspension was extruded 19 times
at room temperature through a 200 nm nuclepore polycarbonate membrane filter (Avestin
Inc. Ottawa, Canada) with a syringe-type extruder (Avanti Polar lipids, Alabaster, AL, USA).
The size distribution was determined by dynamic light scattering (Zetasizer Nano-S, Malvern)

and was unimodal (data not shown).

2.4. Determination of antioxidant efficiency of phenolic compounds

The antioxidant efficiency of the phenolic compounds was assessed by measuring the
amount of conjugated dienes, as they constitute the first products of peroxidation of poly-
unsaturated lipids (Wheatley, 2000). DLPC liposomes were prepared in Hepes buffer at a
final concentration of 0.1 mg/mL and incubated at room temperature with phenolic

compounds during 10 minutes. AAPH was added to all samples at a final concentration of 2
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mM to initiate lipid peroxidation. The samples were then incubated at 37°C during 1 hour.
The appearance of conjugated dienes was measured with a Specord S300 UV-VIS
spectrophotometer (Jena, Germany) at 234 nm. For the control assay, DLPC liposomes were

tested without phenolic compounds.

For each sample, initial absorbencies (i.e a T=0) were subtracted from each measurement.

Results are expressed as percentages of peroxidation calculated with the formula below:

Absorbance
Lipid oxidation (%) = sample

100 .1
Absorbance maxcontrol i (eq-1)

The curves were fitted with a dose-response model with variable slope with the software
GraphPadPrism version 6.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com.

2.5. Adsorption at lipid experiments

All the experiments were performed at constant temperature (21 + 0.1°C). The teflon
dish, which has a surface of 19.6 cm? was equipped with a Wilhelmy-type pressure
measuring system (Nima, Coventry, England). The subphase buffer (Hepes) of 62 mL was
continuously stirred with a magnetic stirrer spinning at 100 rpm. Phospholipids were
dissolved in hexane/ethanol 9:1 (v/v) and spread at the air—water interface to reach the
desired surface pressure. As soon as the initial surface pressure was stabilized (~15 min),
phenolic compounds dissolved in ethanol were injected into the subphase at a final
concentration of 15 uM as described previously (Fadel et al., 2011). Their adsorption at the

air/lipid buffer interface was followed by measuring the variation of surface pressure. A
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control experiment was also performed by injecting ethanol in the subphase, which

produced no significant perturbation of the surface pressure.

2.6. Quantification of membrane interaction

DLPC SUVs were prepared at a concentration of 1 mg/mL as previously described and
incubated with increasing concentrations of phenolic compounds. After 10 min of
incubation, samples were centrifuged at 4°C at a rate of 200 000g during two hours to
eliminate unbound lignans. Supernatant was removed and the liposomes pellet was
dissolved in ethanol. Lipid concentration was determined with the method described by
Stewart (Stewart, 1980).

The concentration of phenolic compounds was determined by HPLC (Agilent 1290 Infinity,
CA, USA). Samples were eluted on a C18 column Hypercil Gold 150 x 4.6 mm 5 um, reference
25005-154630 (Thermo Fischer Scientific, MA, USA) with water and acetonitrile (7:3, v/v) for
seco and pino, (6:4, v/v) for anhydro. Elution was performed at a flow rate of 0.7 mL per min
and the compounds were detected by UV at 280 nm. The phenolic compound/lipid molar
ratio was calculated and data were fitted with the following Langmuir equation with the

software GraphPadPrism:

X
A=Apgx * m(GQ- 2)

A represents the phenolic compound/lipid molar ratios, X the concentration of phenolic

compound and Kq the dissociation constant.
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3. Results

3.1. Lignans and phenolic acids inhibit lipid oxidation

To study the ability of phenolic compounds to protect liposomes from oxidation, we
performed oxidative stress experiments. Briefly, DLPC liposomes were incubated with
increasing concentrations of phenolic compounds and the oxidation was launched as
previously described.

Lignans showed a strong ability to protect DLPC liposomes from lipid oxidation. For
instance, in presence of seco (Fig 2 A), the percentages increase with time independently of
the concentration of seco tested. However, in absence of seco, the augmentation is more
pronounced as the oxidation reaches 90% after 30 min. The addition of 2 uM reduces the
percentages to 60%, however 6 UM of seco is sufficient to limit the percentages under 50 %
after 30 min. With the most important concentrations (i.e 30 and 60 uM), the percentages
stay below 40 % during the entire experiment. The same trend was observed with the other
compounds, except that hydroxycinnamic acids presented a less pronounced antioxidant
activity (data not shown).

To better compare the phenolic compounds antioxidant efficiency, we plotted the
oxidation percentages after 30 min against the Log of phenolic compound concentrations to
determine the half-maximal inhibitory concentration (ICsg), which corresponds to the
antioxidant concentration required to half-reduce oxidation percentages in absence of
antioxidant. All lignans presented a tendency similar to seco (Fig 2B), that is to say, an
important diminution of oxidation percentages at high concentrations (data not shown).
Glucoside compounds presented high 1Csq values, which indicate that those compounds have
limited antioxidant efficiency. SDG, SMG, LDG and PDG present ICsq values of 52.5, 18.2, 41.7

and 43.7 uM, respectively.
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On the contrary, aglycone lignans showed a significant efficiency, since all ICsg are inferior
to 5 uM. Seco, anhydro, pino and larici have ICsg values of 4.5, 1.5, 2.7 and 2.5 uM,
respectively. With all 1Csg, the following ranking could be established regarding the
antioxidant efficiency of lignans: anhydro>larici>pino>seco>SMG>LDG>PDG>SDG.

Concerning the hydroxycinnamic acids like coum (Fig 2C), we noticed a slight
augmentation of oxidation percentages, no ICso could be determined. The same tendency
was observed with coumG. With the other compounds, we observed a slight diminution of
the oxidation percentages but only fer and caf presented an ICsg value, of 24 and 1.1 uM
respectively. Regarding the ICsy values of all hydroxycinnamic acids, the following ranking

could be established: caf>fer>coum, cafG, ferG and coumG.
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Fig. 2 Effect of seco and coum on the AAPH-induced oxidation of DLPC liposomes. Absorbencies measured at
234 nm with various concentrations of seco (A). Evolution of lipid oxidation percentages at 30 min in
presence of seco (B) and coum (C). Liposomes were incubated at 37°C with increasing concentrations of
phenolic compounds. The final DLPC and AAPH concentrations were 0.1 mg/mL and 2 mM, respectively.
Initial absorbencies were 0.4+0.1 and were subtracted from each measurement to start the kinetics at zero.
Oxidation percentages were calculated with eq.1 and reported over time. Results are presented as the mean
+ standard deviation of at least three experiments.
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3.2. The sugar moieties hinders the interactions with membranes

Previous results clearly highlighted that glucoside compounds are much less efficient than
aglycone compounds with both classes of antioxidants. As it has been reported that the
presence of sugar moieties can influence the phenolic compounds properties (Heim et al.,
2002), we determined LogP values to gain a view on their effect on phenolic compounds
polarity. According to the values reported on Fig 1, glucoside compounds are much more
hydrophilic than aglycone compounds. Because of their enhanced hydrophilicity, glucoside
compounds may not interact as well as aglycones with membranes, which may result in an
alteration of their antioxidant efficiency.

To evaluate the ability of each compound to interact with membranes, we performed
surface tension experiments. We focused on the compounds that presented a potent
antioxidant activity (i.e that have an ICsg). Thus, we tested all the lignans plus caf and fer.
DLPC monolayers were prepared at different initial pressures and the phenolic compounds
were injected in the subphase as described by Fadel and co-workers., (Fadel et al., 2011).

Fig. 3 represents the variation of pressure (Am) due to the interaction of caf, larici and
seco over the initial surface pressure. As one can see, the injection of caf (Fig 3A) in the
subphase had a slight effect on the surface pressure since Am reaches = 2.8 mN/m on
average, regardless the initial surface pressure. Fer and glucoside lignans presented similar
profiles (data not shown). As Ar values lower than 4 mN/m indicate that the compounds
cannot penetrate or cross the membrane (Antonietti et al., 2017), we suggest that they
interact with membranes by adsorbing onto phospholipids polar heads. On the contrary, the
injection of aglycone lignans in the subphase caused a significant increase of the initial
surface pressure. Larici (Fig 3B) presented a similar profile as hydroxycinnamic acids but the

variations of surface pressure observed were more important (Ar = 4.5 mN/m on average).
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The injection of seco (Fig 3C), anhydro and pino (data not shown) caused higher variations of
the surface pressure (An = 5.2 mN/m on average). In addition, we observed a gradual
diminution of Am when the initial pressure was increased, suggesting the interactions are
less pronounced at high surface pressures. The intersection between the regression lines
obtained with Am and the axis of abscissa corresponds to the maximal insertion pressure
(MIP). Also called exclusion pressure, the MIP designates the pressure at which the
compounds can no longer penetrate the monolayer (De Athayde Moncorvo Collado, Dupuy,
Morero, & Minahk, 2016). As the regression line obtained with caf, fer, larici and glucoside
lignans has a slope of zero, we were not able to determine a MIP for these compounds. On
the contrary, seco, anhydro and pino presented MIPs of 56.7, 47.1 and 72.3 mN/m,
respectively. Because these values are higher than the pressure of biological membranes —
i.e 30-35 mN/m (Marsh, 1996) — this suggest that they can penetrate membranes at a
physiological pressure.

Interestingly, despite a similar structure, larici did not present a MIP contrary to seco,
anhydro and pino. This may be due to the presence of a free central hydroxyl moiety that
may inhibit the penetration by forming hydrogen bonds with phospholipids polar heads. The
other aglycone lignans do not present free central hydroxyl groups, except seco. However,
the two central hydroxyl moieties may form an internal hydrogen bond which can explain its
faculty to penetrate membranes contrary to larici. In addition, calcein release experiments,
performed as described by Fadel and co-workers (Fadel et al., 2011), showed the
penetration of aglycone lignans has no consequence on the integrity of the membrane (Supp
4).

Besides, Calvez and co-workers reported another parameter, the Amsomn/m, could be

determined to evaluate the ability of the compounds to interact with membranes (Calvez,
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Bussiéres, Eric Demers, & Salesse, 2009). The ATt30mn/m, Which is determined by extrapolation
from an initial pressure of 30 mN/m, reflects the amount of compound inserted in the
monolayer: the higher the Amsomn/m, the higher the quantity of compound associated to the
monolayer. Seco, anhydro and pino presented Amsomn/m Of 5.7, 9.2 and 6.3 mN/m
respectively. These values determined for seco and pino are ~ 40% lower than anhydro,
suggesting that the amount of anhydro inserted in the membrane is higher than the other
lignans. These results, in accordance with LogP values (Fig 1), suggest that anhydro can easily

interact with membranes thanks to its pronounced hydrophobicity.
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Fig. 3 Effect of the injection of phenolic compounds in the subphase of DLPC monolayers. Caf (A), larici (B)

and seco (C). Upper right boxes: Kinetics of insertion of the phenolic compounds at different surface
pressures. DLPC monolayers at different initial surface pressure were spread on a buffer containing 10 mM
Hepes and 150 mM NaCl with a pH adjusted at 7.4. All the compounds were injected in the subphase at a
final concentration of 15 uM.
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3.3. Aglycone lighans have a pronounced affinity for membranes

Seco, anhydro and pino presented the ability to penetrate membranes but according to
Amzomn/m, the amount associated to the membrane is different. To precisely quantify the
amount of aglycone lignan associated to the membrane, we performed HPLC experiments.
DLPC liposomes were incubated with various concentrations of lignans and the unbound
lignans were eliminated by centrifugation. After the dissolution of the liposomes pellet in
ethanol, the concentration of lipid and lignans were respectively determined with the
Stewart assay and HPLC. The data were fitted to a Langmuir equation (eq. 2) to obtain the
maximal lignan/lipid molar ratio (Amnax) and the dissociation constant (Kq) (Supp 5). Seco,
anhydro and pino presented a maximal association ratio of 13.5, 13.7 and 10.3 %mol,
respectively. This indicates that the amount of lignan associated to the membranes is quite
similar in all cases, in disagreement with Amzomn/m Values that suggested a higher amount of
anhydro was inserted in the membrane. However, the Amsomn/m is NOt accurate enough to
predict the quantity of compounds associated to the membrane: it only gives a preview of
the amount of compound associated to the membrane. In addition, seco, anhydro and pino
presented Kq of 17, 11.5 and 16.1 uM, respectively, indicating that anhydro has the highest

affinity for DLPC membranes.

3.4. The antioxidant efficiency of aglycone lignans mostly relies on the inner membrane

fraction
As previously exposed, 10 to 13.5 %mol of aglycone lignan spontaneously penetrates the
membrane, indicating that the major fraction of lignans remains outside the membrane. To
determine which of the inner or outer membrane fraction is responsible of the antioxidant

efficiency, we introduced different amounts of aglycone lignans in the dry DLPC films. By
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adding Hepes buffer, we obtained DLPC liposomes containing controlled amounts of
aglycone lignans. As we previously determined A, values comprised between 10 and 13.5
%mol (Supp 5), we decided to work with molar ratios comprised between 0.2 and 25 %mol.
Oxidation percentages of liposomes containing lignans were reported over lignans /DLPC
molar ratios introduced in the membrane (Fig 4, open circles). As one can see, the
percentages rapidly decrease when small ratios of lignans are added. For instance, a ratio of
4 %mol of seco inserted is enough to reduce the percentages down to ~ 40 % (Fig 4A).
Similar tendencies were observed with anhydro and pino (Fig 4B, 4C), but the diminution of
percentages is faster with anhydro.

Then, we used the data of Fig 4 to calculate the theoretical lignan/DLPC ratios for all the
concentrations of lignans added to preformed liposomes (Fig 4, closed circles). The
determination of the experimental and theoretical ICso of each compound allowed us to
better evaluate the contribution of each fraction (Fig 4). In the case of seco (Fig 4A), the
experimental curve (ICs0=3.7 %mol) is shifted to the right comparing to the theoretical one
(ICs0=2.9 %mol), showing that there is a contribution of the outer membrane fraction to the
antioxidant efficiency. Pino presented a similar profile (Fig 4C), and the gap between the ICsq
was nearly the same as seco, i.e. 0.8 %mol. On the contrary, anhydro’s experimental
(IC50=0.6 %mol) and theoretical (IC50=0.5 %mol) curves are nearly superimposed (Fig 4B). The
weak difference between the ICso suggest that the inner membrane fraction mostly

contributes to the antioxidant efficiency.
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In addition, to evaluate the contribution of the membrane fraction to the antioxidant
efficiency, we calculated the inhibition percentages at the A,... To do so, we used the data
of Fig 4 and withdrawn the oxidation percentages at the A (low plateau) from the
oxidation percentages in absence of lignan. The values obtained are summarized in Table 1.
As one can see, the membrane fraction of aglycone lignans inhibits on average 70% of the
oxidation. These results indicate that aglycone lighans are mainly membrane antioxidants;
however, the contribution of the aqueous fraction to the antioxidant efficiency is non-

negligible.

Table 1 Contribution of the membrane fraction of aglycone lignans against AAPH-induced oxidation.

seco anhydro pino
Amax (%) 13.5+1.7 | 13.7+1.0 | 10.3+0.7
Kq (1LM) 170+36 | 11.5+1.2 | 16.1+34
Oxidation percentage at Ap,ax 23.0+3.5 13.9+4.0 199+34
Oxidation percentage in absence of lignan 89.4+10 | 904+7.8 | 83.85.1
Inhibition percentage An.x (%) 66.4+25 76.5+3.8 | 639+1.7

4. Discussion

In order to evaluate the antioxidant efficiency of hydroxycinnamic acids and lignans, we
performed oxidative stress experiments. We showed hydroxycinnamic acids and lignans are
efficient to protect DLPC liposomes from oxidation. However, we noticed glucoside
compounds are less efficient than aglycone compounds. These discrepancies can be
attributed to their lower interactions with the membrane, as it has been reported that
strong interactions of antioxidants with phospholipids acyl chains favors a better protection
against lipid peroxidation (Azouzi et al., 2017).

The determination of LogP values provided useful information regarding the polarity of

the compounds (Fig 1). According to LogP values, the ability of glucoside compounds to
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interact with membranes lipids is lower than for aglycone compounds, as they are too
hydrophilic. Surface tension results reinforced this hypothesis, as glucoside compounds
showed no ability to penetrate DLPC monolayers. Despite higher LogP values, aglycone
hydroxycinnamic acids presented the same behavior as glucoside compounds, contrary to
aglycone lignans that strongly interacted with DLPC monolayers. However, the results
obtained with glucoside compounds and aglycone hydroxycinnamic acids suggested the
presence of weak interactions with phospholipids polar heads.

The topological polar surface area (TPSA) corresponds to the addition of the surfaces of
all polar atoms. This parameter is often used to predict the ability of a compound to cross
the blood brain barrier and the intestinal epithelium (Ertl, Rohde, & Selzer, 2000). The TPSA
values of all the compounds are summarized in Table 2. As one can see, the values obtained
with glucoside compounds are on average higher than 140 A?, which suggests a poor ability
to penetrate membranes (Veber et al., 2002). Aglycone compounds presented lower TPSA
(inferior to 100 A?), suggesting they can penetrate membranes. However, surface tension
experiments highlighted aglycone hydroxycinnamic acids cannot cross the membrane
contrary to aglycone lignans. Because these compounds presented on average LogP values
twice as small as aglycone lignans, we attributed this to their weaker hydrophobic
properties. In addition, we observed a good correlation between LogP and TPSA values
(Supp 6) for both classes of compounds. As one can see, when the LogP diminishes, the TPSA
increases. Other researchers have observed a correlation between these parameters
(Hughes et al., 2008); however the results we obtained with aglycone hydroxycinnamic acids
suggest those parameters are not sufficient to predict the ability of a compound to cross the

membrane.
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Table 2 TPSA (AZ) of phenolic compounds.

caf fer | coum seco pino larici

Glucosides | 1569 | 1459 | 1367 | 2% 277 1 o369 | 2467
SMG: 178.5
seco: 99.4

Aglycones | 77.8 | 66.8 57.5 anhydro: 68.2 77.4 88.4

In addition, the comparison between the ICsq and the LogP as well as the TPSA revealed a
high correlation between the hydrophobic properties and the antioxidant efficiency of
lignans (Supp 7A, 7B). A pronounced antioxidant efficient can be associated to a low TPSA
and a high LogP. Thus, our results indicate that the presence of glucoside moieties inhibits
the interactions of the compounds with the membrane. In agreement with our results,
Londono-Londono et al.,, recently compared the ability of hesperidin (glucoside) and
hesperitin (aglycone) to interact with DMPC membranes (Londofio-Londofio, Lima, Jaramillo,
& Creczynski-pasa, 2010). They reported that the ratio of association of hesperidin is five
times lower than hesperitin and attributed this to the presence of a sugar moiety. Other
researchers have reported that natural compounds bearing carbohydrate moieties are less
efficient than aglycones. For instance, it was recently reported that the fermentation of litchi
pericarp by A. awamori improves its DDPH radical scavenging activity and DNA protection
effect (Lin et al., 2012). In another work, authors attributed this effect to the deglycosylation
of rutin to kaempferol-3-glucoside and quercetin-3-glucoside (Lin et al., 2014). Our results, in
accordance with the literature, show that the presence of membrane localization is a
prerequisite to a potent antioxidant activity.

Despite its low affinity for membranes, caf showed a strong ability to lipid oxidation
contrary to fer and coum (ICso of 1.1 uM versus 24 uM for fer and no ICsg for coum). The

analysis of the LogP values (0.9, 1.3 and 1.4 for caf, fer and coum) highlights that the
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efficiency of these compounds diminishes when the hydrophobic properties increase.
Kikuzaki and co-workers previously tested the antioxidant efficiency several phenolic acids in
liposomes and came to the same conclusions as ours regarding the activity of caf, fer and
coum (Kikuzaki, Hisamoto, Hirose, Akiyama, & Taniguchi, 2002). Interestingly, both
observations are in accordance with the polar paradox theory that stipulates that polar
antioxidants are more efficient in apolar medium (Fereidoon Shahidi & Zhong, 2011).

In addition, surface tension experiments show that caf does not penetrate the membrane
and suggest it interacts with phospholipids polar heads. However, Kosinova and co-workers
evaluated the position of caf and other phenolic acids in the membrane (KoSinovd, Berka,
Wykes, Otyepka, & Trouillas, 2012). Molecular dynamic experiments revealed that caf
slightly penetrates membranes and is located in the polar head groups of phospholipids, at a
distance of 22 A from the center of the bilayer. This can explain the antioxidant efficiency
that we observed.

At last, regarding the results obtained with both classes of aglycone compounds, we
propose that they intervene in different phases of lipid oxidation. According to surface
tension experiments, hydroxycinnamic acids do not penetrate the hydrophobic core of the
membrane and interact with phospholipids polar heads. As oxidative stress experiments
highlighted a slight antioxidant efficiency, we propose that they scavenge ROS before they
diffuse through the membrane and attack phospholipids acyl chains. As a result,
hydroxycinnamic acids inhibit the initiation step of lipid oxidation. On the contrary, lignans
penetrate the membrane up to the hydrophobic core, and interact directly with
phospholipids polar heads. These interactions allow them to instantly neutralize newly

formed alkyl radicals and inhibit the propagation step of lipid oxidation.
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5. Conclusion

We have compared the antioxidant efficiency of two classes of phenolic compounds
extracted from flaxseed. We highlighted a relation between the structure and the
antioxidant efficiency as in both cases, the presence of sugar moieties inhibits the
interaction with membranes, which results in lower antioxidant efficiency. However, other
parameters like the affinity for membranes have to be taken into account to understand the
differences observed for the aglycone compounds.

Because of their pronounced affinity for membranes, aglycone lignans are much more
efficient than aglycone hydroxycinnamic acids, as their interactions with phospholipids acyl
chains allow them to directly scavenge newly formed alkyl radicals. On the basis of our
results and in agreement with literature, we can conclude that the location in the membrane

is a prerequisite for potent antioxidant efficiency.
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Appendix A. Supplementary data

Supp. 1 Chemical structures of purified glucoside compounds. CoumG (A), cafG (B), ferG (C), PDG (D), SDG (E),
LDG (F), SMG (G), seco (H), anhydro (I).
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Supp. 2 LC-MS Characterization of purified compounds. The structures of compounds A-l are represented in
Supp 1. (The table is displayed on pages 176-177).

Compound Precursor ion Product ions Elemer]t'al n'I/z Error (mDa)
(m/z) (m/z) composition (experimental)

325 Ci5H170s 325.0927 -0.2
A 163 CoH,03 163.0401 0

119 CgH,0 119.0502 -0.1

341 Ci5H1704 341.0878 -0.1

B 179 CoH;04 179.0351 0.1
135 CgH,0, 135.0452 0

355 C16H1904 355.1039 0.5

193 C10HsO4 193.0508 0.2

C 178 CoHeO4 178.0274 0.2

149 CoHo0, 149.0610 0.2

134 CsHeO, 134.0375 0.2

681 C32H41046 681.2409 0.8

D 519 Cy6H31011 519.1881 0.9

357 Cy0H2106 357.1349 0.6

685 C3Has016 685.2714 0.1

523 Cy6H35011 523.2186 0.1

; 361 Cy0H2506 361.1654 -0.3

343 Cy0H2305 343.1556 0.5

683 C32Ha1046 683.2550 -0.6

521 Cy6H33011 521.2026 -0.2

F 359 Cy0H2306 359.1492 -0.8

344 Ci9H2006 344.1271 0.6

523 Cy6H34011 523.2188 0.3

361 Cy0H2506 361.1655 -0.2

G 346 Ci9H2,06 346.1418 -0.4

343 Cy0H2305 343.1557 0.7

165 CoHo03 165.0559 0.1

361 Cy0H2506 361.1663 0.6

315 Ci8H1905 315.1241 0.3

179 Ci0H1103 179.0712 -0.2

165 CoHo03 165.0555 -0.2

H 161 C10Hs0, 161.0606 -0.2

147 CoH,0, 147.0449 -0.2

129 CoHsO 129.0343 -0.3

121 C;Hs0, 121.0292 -0.3

109 CeHsO, 109.0292 -0.3

93 CeHsO 93.0343 -0.3
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343 Ca0H2305 343.1559 0.8
328 Ci19H2005 328.1322 0.6
313 Ci18H1705 313.1085 0.4
299 Ci18H1904 299.1293 0.4
203 C12H110; 203.0713 0
191 C11H110; 191.0712 -0.1
161 C10H90, 161.0607 -0.1
123 C;H;0, 123.0448 -0.4
121 C;Hs0, 121.0293 -0.2
109 CeHsO, 109.0293 -0.2
93 CeHsO 93.0344 -0.1
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Supp. 3 NMR characterization of purified compounds. The structures of compounds A-l are represented in

Supp 1. (The table is displayed on

pages 178-180).

Compound A B C

Position 8H (ppm) J (Hz) 6C (ppm) S8H (ppm) J (Hz) 8C (ppm) 8H (ppm) J (Hz) 8C (ppm)
1 133.1 134.1 133.3
2 7.57,1H, d (8.7) 1325 7.14, 1H, d (2.1) 117.8 7.27,1H,d (1.7) 114.2
3 7.13,1H,d (8.7) 119.6 149.4 152

3-0-CH3 3.91,3H,s 58.9
4 161.3 149.2 150
5 7.13,1H, d (8.7) 119.6 7.15, 1H, d (8.5) 119.6 7.16, 1H, d (8.5) 118.9
6 7.57,1H,d (8.7) 132.5 7.07,1H, dd (2.1, 8.5) 124.2 7.19, 1H, dd (1.7, 8.5) 124.7
7 7.44,1H, d (15.9) 144.7 7.34,1H, d (15.9) 143.9 7.40, 1H, d (15.9) 144.3
8 6.40, 1H, d (15.9) 124.1 6.39, 1H, d (15.9) 125.6 6.42, 1H, d (15.9) 125.2
9 176.6 177.5 177.1
1 5.06, 1H, d (7.5) 103.3 5.00, 1H, d (7.3) 104.5 5.05, 1H, d (7.4) 103.7
2 3.52,1H, m 76.4 3.63,1H, m 76.3 3.58,1H, m 76.2
3 3.57,1H, m 79.7 3.62,1H, m 78.8 3.57,1H, m 79.0
4' 3.46,1H, m 72.9 3.54,1H, m 72.7 3.49,1H, m 72.6
5' 3.55,1H, m 79.3 3.58,1H, m 79.6 3.54,1H, m 79.5
6 3.90, 1H, dd (2.3, 12.4) 63.9 3.93, 1H, dd (2.1, 12.7) 63.8 3.89, 1H, dd (2.1, 12.4) 63.9

3.74,1H, dd (5.4, 12.4) 3.80, 1H, dd (5.0, 12.7) 3.74, 1H, dd (5.3, 12.4)

la
2a
3a

3a-0-CH3
4a
5a
6a
7a
8a
9a
1a'
2a'
3a'
43’
5a’
6a'
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Compound D E F
Position 8H (ppm) J (Hz) 6C (ppm) 6H (ppm) J (Hz) 6C (ppm) 8H (ppm) J (Hz) 6C (ppm)
1 135.5 136.0 140.7
2 7.06, 1H, d (1.9) 113.6 6.54, 1H, d (2.0) 115.2 6.73, 1H, d (1.7) 116.1
3 148.9 150.5 150.5
3-0-CH3 3.89,3H,s 58.9 3.70,3H, s 58.2 3.78,3H,s 58.7
4 145.6 146.2 146.7
5 7.16, 1H, d (8.4) 119.3 6.72, 1H,d (8.0) 117.5 6.82, 1H, d (8.0) 117.9
6 6.98, 1H, dd (1.9, 8.4) 122.0 6.59, 1H, dd (2.0, 8.0) 124.6 6.69, 1H, dd (1.7, 8.0) 125.3
7 4.82, 1H, ND 88.8 2.80, 1H, dd (5.3, 14.0) 37.2 3.85,2H, m 49.7
2.52, 1H, dd (10.0,
14.0)
3.19,1H, m 56.5 2.04,1H, m 42.4 1.95,1H, m 47.1
9 4.27, 1H, dd (6.7, 9.3) 74.5 4.10, 1H, dd (4.5, 10.4) 73.5 4.14,1H, m 75.6
3.91, 1H, dd (3.5, 9.3) 3.54, 1H, dd (8.0, 10.4) 3.61, 1H, m
1 5.00, 1H, d (7.4) 104.1 4.37,1H,d (8.0) 106.2 4.39,1H,d (7.9) 106.2
2' 3.57,1H, m 76.3 3.25,1H, m 76.4 3.28,1H, m 76.5
3 3.57,1H, m 78.9 3.44,1H, m 79.1 3.45,1H, m 79.1
q 3.47,1H, m 72.6 3.40, 1H, m 72.5 3.38,1H, m 72.5
5' 3.51,1H,m 79.6 3.31,1H, m 78.9 3.21,1H,m 79.0
6' 3.88, 1H, dd (2.0, 12.3) 63.9 3.81, 1H, dd (2.2, 12.3) 63.8 3.89, 1H, dd (2.1, 12.3) 63.6
3.74, 1H, dd (5.2, 12.3) 3.73, 1H, dd (5.3, 12.3) 3.71, 1H, dd (5.1, 12.3)
1a 135.5 136.0 131.7
2a 7.06, 1H, d (1.9) 113.6 6.54, 1H, d (2.0) 115.2 6.77, 1H, s 114.7
3a 148.9 150.5 149.0
3a-0-CH3 3.89,3H,s 58.9 3.70,3H, s 58.2 3.82,3H,s 58.7
4a 145.6 146.2 135.6
5a 7.16, 1H, d (8.4) 119.3 6.72, 1H, d (8.0) 117.5 6.21, 1H, d (1.6) 119.0
6a 6.98, 1H, dd (1.9, 8.4) 122.0 6.59, 1H, dd (2.0, 8.0) 124.6 ND ND
7a 4.82, 1H, ND 88.8 2.80, 1H, dd (5.3, 14.0) 37.2 3.85, 1H, d (10.3) 49.6
2.52, 1H, dd (10.0,
14.0)
8a 3.19,1H, m 56.5 2.04,1H, m 42.4 2.20,1H, m 39.6
9% 4.27, 1H, dd (6.7, 9.3) 74.5 4.10, 1H, dd (4.5, 10.4) 73.5 2.93, 1H, dd (4.4, 15.8) 35.3
3.91, 1H, dd (3.5, 9.3) 3.54, 1H, dd (8.0, 10.4) 2.80, 1T5’ (;()j (103,
1a' 5.00, 1H, d (7.4) 104.1 4.37, 1H, d (8.0) 106.2 4.17,1H, d (7.9) 105.6
2a' 3.57,1H, m 76.3 3.25,1H, m 76.4 3.24,1H, m 76.3
3a' 3.57,1H, m 78.9 3.44,1H, m 79.1 3.38,1H,m 79.1
43’ 3.47,1H, m 72.6 3.40,1H, m 72.5 3.37,1H, m 725
5a' 3.51,1H, m 79.6 3.31,1H, m 78.9 3.21,1H,m 79.0
6a’' 3.88, 1H, dd (2.0, 12.3) 63.9 3.81, 1H, dd (2.2, 12.3) 63.8 3.77,1H, m 72.2
3.74, 1H, dd (5.2, 12.3) 3.73, 1H, dd (5.3, 12.3) 3.63,1H, m
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Compound G H |
Position 8H (ppm) J (Hz) 6C (ppm) 8H (ppm) J (Hz) 86C (ppm) 8H (ppm) J (Hz) 8C (ppm)
1 136.3 131.9 132.4
2 6.54, 1H, d (1.8) 115.6 6.58, 1H, d (1.9) 111.2 6.50, 1H, d (1.7) 111.2
3 150.5 143.4 143.9
3-0-CH3 3.70,3H, s 58.5 3.82,3H,s 55.9 3.83,3H,s 55.8
4 146.4 145.9 146.8
5 6.72, 1H, d (3.3) 117.7 6.80, 1H, d (7.9) 113.9 6.80, 1H, d (8.0) 114.2
6 6.57, 1H, dd (1.8, 3.4) 124.8 6.63, 1H, dd (1.9, 7.9) 121.5 6.58, 1H, dd (1.7, 8.0) 121.3
7 2.75, 1H, dd (5.8, 13.8) 37.6 2.75, 1H, dd (8.0, 13.5) 35.8 2.58, 1H, dd (6.7, 13.8) 39.4
2.50, 1H, m 2.65, 1H, dd (6.5, 13.5) 2.52,1H, dd (7.8, 13.8)
8 2.02, 1H, m 42.7 1.86, 1H, m 43.8 2.16, 1H, m 44.4
9 3.53,1H, m 73.5 3.56, 1H, dd (4.4, 11.2) 60.8 3.53, 1H, dd (5.8, 8,7) 73.3
4.05, 1H, dd (4.9, 10.4) 3.81, 1H, dd (2.1, 11.2) 3.91, 1H, dd (6.7, 8,7)
1' 4.31,1H,d (7.9) 106.2
2 3.28,1H, m 76.5
3 3.43,1H, m 79.3
4' 3.38,1H, m 72.5
5' 3.28,1H, m 79.2
6' 3.83,1H, dd (2.3, 12.2) 63.9
3.74,1H, dd (5.2, 12.2)
la 136.3 131.9 132.4
2a 6.53, 1H, d (1.8) 115.6 6.58, 1H, d (1.9) 111.2 6.50, 1H, d (1.9) 111.2
3a 150.5 143.4 143.9
3a-0-CH3 3.71,3H,s 58.5 3.82,3H,s 55.9 3.83,3H,s 55.8
4a 146.4 145.9 146.8
5a 6.71, 1H,d (3.3) 117.7 6.80, 1H, d (7.9) 113.9 6.80, 1H, d (8.0) 114.2
6a 6.56, 1H, dd (1.8, 3.4) 124.8 6.63, 1H, dd (1.9, 7.9) 121.5 6.58, 1H, dd (1.9, 8.0) 121.3
7a 2.65, 1H, dd (5.8, 13.8) 373 2.75, 1H, dd (8.0, 13.5) 35.8 2.58, 1H, dd (6.7, 13.8) 39.4
2.50, 1H, m 2.65, 1H, dd (6.5, 13.5) 2.52, 1H, dd (7.8, 13.8)
8a 1.85, 1H, m 44.9 1.86, 1H, m 43.8 2.16, 1H, m 44.4
9a 3.53,1H, m 64.3 3.56, 1H, dd (4.4, 11.2) 60.8 3.53,1H, dd (5.8, 8,7) 733
3.70, 1H, dd (4.9, 10.4) 3.81, 1H, dd (2.1, 11.2) 3.91, 1H, dd (6.7, 8,7)
1a'
2a'
3a'
43’
5a’
6a'
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Supp. 4 Determination of calcein leakage due to the insertion of lignans inside the membrane. Seco (A),
anhydro (B) and pino (C). Calcein containing liposomes were prepared and the fluorescence measured after
preparation. Lignans were added after 5 minutes. Leakage percentages were calculated immediately after
the addition of phenolic compounds, then at 30 and 60 minutes after addition. After 60 minutes, Triton X100
was added to release the total amount of encapsulated calcein. Results are presented as the
mean * standard deviation of at least three experiments.
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Supp. 5 Quantification of aglycone lignans inserted in DLPC liposomes. Seco (A), anhydro (B) and pino (C).
Results are presented as the mean t standard deviation of at least three experiments.
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Supp. 6 Correlation between LogP and TPSA values of phenolic compounds. A color code was used to
facilitate the identification of the compounds.
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Supp. 7 Correlation between the ICs, and: (A) the LogP, (B) the TPSA of lignans. Because negative LogP are
associated with hydrophilic properties (Kikuzaki, Hisamoto, Hirose, Akiyama, & Taniguchi, 2002), two
populations were considered: the compounds with a negative LogP and the compounds with a positive one.
For the TPSA, compounds were also divided in two populations, as it has been reported that compounds
with a TPSA higher than 140 A2 cannot penetrate membranes (Veber et al., 2002). A color code was used to
facilitate the identification of the compounds. Because only two compounds presented an ICs,, the curves
could not be drawn for hydroxycinnamic acids.
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Conclusions du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons montré que les lignanes sont globalement de meilleurs
antioxydants que les acides hydroxycinnamiques prévenir I'oxydation des lipides. Les deux
classes de composés présentent une relation structure-fonction puisque les composés
glucosides sont moins efficaces que les aglycones. Enfin, les lignanes aglycones qui sont les
seuls a pouvoir s’insérer dans la membrane, sont les composés phénoliques les plus

efficaces. Leur fraction membranaire inhibe 70% de I'oxydation.
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Chapitre l. Interactions des dérivés PBN avec les lipides membranaires

Bien que la PBN soit reconnue comme un antioxydant efficace biologique pour piéger les
radicaux libres en milieu biologique, de fortes concentrations sont nécessaires pour obtenir
un effet antioxydant significatif (Floyd et al., 2008; Patrick, 2014). Les lipides étant 'une des
cibles principale des EROs (Catald, 2012), il a été suggéré que sa faible capacité a cibler les
membranes pouvait étre a I'origine de ce probléme, ce qui a motivé la synthese de dérivés
PBN plus hydrophobes.

Dans les deux premiers chapitres de la partie résultats, nous avons étudié l'interaction de
nitrones dérivées du cholestérol (cholestéryl-PBNs) et de nitrones fluorées avec les lipides a
I'aide de monocouches de Langmuir et de liposomes. Dans un premier temps, les
expériences de tensiométrie de surface ont montré que le chol-PBN, le L-PBN-chol et le chol-
PBN-L, le FATx, le FAPBN et le FATXPBN sont capables de former des monocouches a la
surface de l'eau. Ces molécules étant amphiphiles, elles possédent des propriétés
hydrophobes supérieures a celles de la PBN, ce qui devrait leur permettre de mieux cibler les
membranes.

Bien qu’il ait été suggéré qu’elle agit comme un antioxydant retardateur (Barclay et
Vinqvist, 2000), le mode d’action de la PBN n’a pas encore été élucidé a ce jour. Pour étudier
la capacité des dérivés a protéger les lipides membranaires de I'oxydation et mieux
comprendre le mode de fonctionnement de la PBN, nous avons réalisé des expériences de
stress oxydant pour évaluer la capacité de ces composés a protéger les liposomes de DLPC

de I'oxydation.
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Les résultats obtenus par diffusion de la lumiére et spectroscopie d’absorption ont
souligné la capacité de tous les dérivés a protéger les liposomes de I'oxydation. Néanmoins,
des différences d’efficacité en lien avec leur mécanisme d’action ont été observées.

Les cholestéryl-PBNs se sont avérés bien plus efficaces pour lutter contre I'oxydation
induite par la réaction de Fenton que par '’AAPH. La capacité du groupement PBN a oxyder
les ions Fe** en Fe*" (Tero-Kubota et al., 1982) pourrait expliquer ces différences. En oxydant
les ions Fe**, le groupement PBN limite la dismutation du peroxyde d’hydrogéne et donc la
formation de radicaux hydroxyles au voisinage de la membrane (Cf. figure 1A). Ceci se
traduit par une inhibition de I'étape d’initiation de la peroxydation lipidique.

En revanche, pour ce qui est des radicaux AAPH, le groupement PBN ne semble pas
empécher ces derniers de diffuser a travers la membrane et d’attaquer les AGPI, vu que I'on
observe une augmentation importante des pourcentages d’oxydation méme en présence
des cholestéryl-PBNs. Néanmoins, comme on observe une réduction des pourcentages par
rapport au témoin, on peut penser que ces molécules neutralisent la formation de radicaux
peroxyles au sein de la membrane, inhibant ainsi I'étape de propagation de la peroxydation

lipidique.

En outre, bien que les deux isoméres de structure aient une efficacité antioxydante
similaire face aux radicaux hydroxyles, des différences d’efficacité ont été observées face
aux radicaux AAPH. En effet, aprés deux heures d’incubation, les pourcentages d’oxydation
augmentent jusqu’a 70 % avec le L-PBN-chol alors qu’ils atteignent 85 % avec le chol-PBN-L
(Article 1, figure 5A). Ceci pourrait s’expliquer par une différence de réactivité du
groupement nitrone. En effet, il a été reporté que les analogues structuraux du dérivé

LPBNH15 présentent des différences d’efficacité pour réduire I’ABTS (Durand et al., 2010).
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Pour expliquer cet effet, les auteurs ont suggéré que la position des substituants affecte
la réactivité de la PBN. Dans notre cas, ceci pourrait s’expliquer par la position du
groupement nitrone vis-a-vis des chaines acyles des phospholipides. Dans le cas du chol-
PBN-L, le groupement nitrone se trouve du c6té de la lactobionamide, au niveau des tétes
polaires des phospholipides. Pour ce qui est du L-PBN-chol, le groupement nitrone se trouve
du coté du cholestérol, un peu plus au contact des chaines acyles des phospholipides (Cf.
figure 1). Ainsi, en étant plus proche des chaines acyles des phospholipides, le groupement

nitrone est plus a méme de neutraliser les radicaux peroxyles au sein de la membrane.

H,0, —9&> HO +HO-

U

A
nﬂ"'?%ﬁ
C

Figure 1. Représentation schématique de l'inhibition de I'oxydation des lipides par les cholestéryls-PBN au
sein d’'une membrane de DLPC. Cas des radicaux hydroxyles (A), cas des radicaux peroxyles (B).
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Pour ce qui est des dérivés fluorés, les résultats indiquent un enfouissement assez
important, puisqu’ils se trouvent a moins de 15 A du centre de la membrane, sachant que
I’épaisseur moyenne d’une bicouche lipidique est comprise entre 60 et 70 A (Lewis et
Engelman, 1983). Cette proximité avec les chaines acyles, permet une capture plus facile des
radicaux peroxyles formés a la suite de I'attaque des radicaux AAPH, ce qui limite la phase de
propagation de la peroxydation lipidique (Cf. figure 2).

L'étude des propriétés antioxydantes a permis de mettre en évidence [I'efficacité
antioxydante marquée du FATx et du FATxPBN par rapport au FAPBN (ICso respectives de 0,6
et 0,9 uM contre 29,4 uM pour le FAPBN). La position moins enfouie du FAPBN par rapport
aux deux autres composés (Z4=12.8 A contre 9.2 et 8.7 A pour le FATx et le FATXPBN)
explique en partie ces différences d’efficacité puisqu’il a été montré que l'interaction directe
avec les phospholipides membranaires favorise une meilleure efficacité antioxydante (Azouzi
et al., 2017; KosSinova et al., 2012). Néanmoins, les différences d’efficacité observées avec les
molécules meéres, suggére que la nature de l'antioxydant reste le paramétre le plus

important.
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Figure 2. Représentation schématique de l'effet protecteur des dérivés fluorés contre la peroxydation
lipidique. Position des dérivés au sein de la membrane (A), diffusion des radicaux AAPH (B) et capture des
radicaux peroxyles (C).
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Par ailleurs, la comparaison des ICsq suggere la présence d’un effet de synergie dans le cas
du FATxPBN. En effet, I'lCso de ce dernier est bien inférieure a la moyenne de celles du
FAPBN et du FATx. Néanmoins, du fait que le FATx posseéde une ICsg proche de celle du
FATXPBN (0,6 contre 0,9 uM), I'effet de synergie peut ne pas paraitre évident au premier
abord. Néanmoins, la capacité du FATxPBN a fortement retarder |'oxydation (Article 2,
figures 4A et 5) suggére que cette molécule exerce un mécanisme de synergie par effet
retardateur en combinant a la fois I'effet retardateur de la PBN (Barclay et Vinqvist, 2000) et
I’effet briseur de réaction radicalaire en chaine du Trolox (Franzoni et al., 2006). D’apreés les
valeurs de Z, le FAPBN est moins enfoui que le FATX, ce qui laisse penser que le motif
FAPBN présent sur le FATXPBN est le premier a capter les radicaux AAPH qui diffuserait a
travers la membrane. Ceci pourrait expliquer |'effet retardateur observé pendant 60
minutes, indépendamment de la concentration en FATxPBN (Article 2, figure 4A).
Néanmoins, en I'absence de données expérimentales sur le degré de liberté du « linker »

lysine, cette hypothése est a relativiser.
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Chapitre Il. Interactions des composés phénoliques avec les membranes

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence la capacité des acides hydroxycinnamiques
et lignanes a protéger les liposomes de DLPC de lI'oxydation mais avons constaté des
différences significatives entre les composés glucosides et les aglycones. Puisque
I'interaction avec les chaines acyles est essentielle pour obtenir un effet antioxydant
prononcé (Azouzi et al., 2017; Socrier et al., 2017), nous avons étudié la capacité de ces
composés a pénétrer des membranes a |'aide de monocouches de Langmuir.

Les résultats des expériences de tensiométrie de surface, I'analyse des LogP et des TPSA
ont mis en évidence de faibles interactions entre les composés glucosides et la membrane,
gue nous avons attribuées a leur caractére polaire prononcé, en accord avec la littérature
(Heim et al., 2002; Londoiio-Londono et al., 2010). En ce qui concerne les composés
aglycones, les acides hydroxycinnamiques présentent un comportement similaire aux
composés glucosides contrairement aux lignanes aglycones qui sont capables de pénétrer les
membranes.

De maniere générale, nous avons observé une bonne corrélation entre la capacité des
composés phénoliques a interagir avec la membrane et leur efficacité antioxydante puisque
les lignanes aglycones se sont révélés plus efficaces que tous les autres composés.

L'ensemble des résultats obtenus avec les composés phénoliques nous a permis de
proposer deux modes d’action pour lutter contre la peroxydation lipidique (Cf. figure 1).
Comme indiqué par les résultats de tensiométrie de surface, les acides hydroxycinnamiques
ne sont pas capables de pénétrer les membranes. Néanmoins, comme les résultats indiquent
la présence d’interactions avec les monocouches, on peut penser que ces composés
s’associent avec la membrane au niveau des tétes polaires sans pénétrer jusqu’au coeur
hydrophobe (Cf. figure 1B). Le contact avec les chaines acyles étant limité, ces composés ne
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peuvent qu’intervenir sur la phase d’initiation de la peroxydation lipidique, en neutralisant
les EROs avant gu’elles ne pénéetrent dans la membrane (Cf. figure 1D). Les résultats obtenus
par Bonarska-Kujawa et ses collaborateurs appuient cette hypothése. Ces derniers ont
montré que les composés phénoliques extraits des myrtilles s’accumulent au niveau des
tétes polaires des phospholipides des membranes de globules rouges. Ainsi, les composés
phénoliques formeraient une barriere qui limiterait la diffusion des radicaux dans la

membrane, protégeant ainsi ces derniéres de I'oxydation (Bonarska-Kujawa et al., 2014).

Contrairement aux acides hydroxycinnamiques, les lignanes sont capables de pénétrer
spontanément dans la membrane pour se retrouver au contact des chaines acyles des
phospholipides (Cf. figure 1B). Par conséquent, lorsque les EROs attaquent les AGPI, les
lignanes peuvent neutraliser directement les radicaux peroxyles formés limitant ainsi I'étape
de propagation de la peroxydation lipidique (Cf. figure 1D). D’apres Gutiérrez et ses
collaborateurs, cet effet pourrait étre di a une augmentation de la fluidité membranaire
(Gutiérrez et al., 2003). En effet, ces derniers ont montré que les composés phénoliques
extraits d’agrumes et du romarin sont capables d’augmenter la fluidité des membranes des
cellules bovines, ce qui aurait pour effet de favoriser les interactions entre les composés

phénoliques et les radicaux peroxyles.
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Figure 1. Représentation schématique du mode d’action proposé pour les composés phénoliques testés : cas
de l'acide caféique et du sécoisolaricirésinol. Interaction des composés avec une membrane de DLPC (A),
position des composés dans la membrane (B), attaque des radicaux AAPH (C), capture des radicaux peroxyles
par les composés phénoliques (D).
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Les expériences de tensiométrie de surface menées avec les lignanes aglycones suggérent
que le laricirésinol est incapable de pénétrer les membranes alors méme qu’il présente une
structure et une activité antioxydante proche de celle des autres lignanes aglycones.
Néanmoins, de fortes interactions avec les monocouches ont été observées (Amsomn/m
moyen de 4 mN/m). Comme il a été reporté que la modification de la planéité d’'un composé
peut altérer sa capacité a interagir avec une monocouche (Nelson et al,, 1990), il serait
intéressant de faire des expériences de modélisation moléculaire pour comparer la structure
3D des lignanes aglycones et visualiser leurs interactions avec la membrane.

En outre, nous avons mené notre étude avec les composés phénoliques sous forme
native. Or, comme ils sont rapidement métabolisés par la flore intestinale une fois
consommés, la biodisponibilité des molécules natives est faible (les concentrations
plasmatiques sont de I'ordre du umol/L). Puisque certains auteurs (Cardona et al., 2013)
attribuent les bienfaits des composés phénoliques a 'action de leurs métabolites et que ces
derniers sont peu étudiés, il pourrait étre intéressant d’étudier in vitro leurs interactions

avec les membranes afin de compléter nos travaux.

Par ailleurs, I'approche que nous avons utilisée pour caractériser nos antioxydants
présente certaines limites. En effet, méme s’ils sont faciles a préparer et que I'on peut
facilement faire varier les conditions expérimentales, les systémes membranaires
biomimétiques que nous avons utilisés présentent le désavantage de simplifier au maximum
les membranes. En effet, avec ces modeles membranaires, il n’est possible d’utiliser que
guatre lipides au maximum (Eeman et Deleu, 2010) alors méme que les cellules en comptent
plus de 1000 (van Meer et al., 2008).
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En outre, ces systemes ne prennent pas en compte la présence des protéines qui
pourraient avoir une influence sur les interactions que nous avons observées in vitro.

Ainsi, pour compléter ces travaux et approfondir les résultats, il pourrait étre intéressant
d’évaluer les interactions des antioxydants chimiques et naturels avec des cellules.
L'utilisation de monocouches de cellules Caco-2 pourrait permettre d’étudier la perméabilité
cellulaire des composés et ainsi prédire leur biodisponibilité in vivo.

De plus, pour ce qui est des propriétés antioxydantes, des tests préliminaires pourraient
étre réalisés in vitro avec des cellules. Pour ce faire, on pourrait incuber ces derniéres avec
les composés et un indicateur sensible a I'oxydation. L'exposition des cellules a un stress
oxydant entrainera la dégradation de lindicateur en un composé fluorescent. Si les
composés testés sont efficaces, le signal de fluorescence sera faible.

Ensuite, on pourrait passer sur un organisme entier en inoculant les composés a des rats
puis en les exposants a un agent pro-oxydant. Le suivi par spectrométrie de masse de
I'apparition des isoprostanes F, et F4, bio-marqueurs de I'oxydation des lipides, permettra

ainsi d’évaluer la capacité des composés a protéger in vivo les membranes de I'oxydation.

En outre, puisque le FATXPBN présente un effet de synergie, on pourrait tester des
mélanges de composés phénoliques pour voir si on peut obtenir un effet de synergie avec
ces derniers. Aussi, puisque nous avons montré que les acides hydroxycinnamiques et les
lignanes agissent sur |'oxydation des lipides a des niveaux différents, il pourrait étre
intéressant de les greffer sur une méme molécule pour obtenir un effet de synergie en
bloguant a la fois la phase d’initiation et la phase de propagation de la peroxydation

lipidique.
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Une des perspectives a long terme serait de valoriser nos antioxydants dans l'industrie
agroalimentaire, cosmétique ou encore pharmacologique. En effet, au cours des différentes
étapes de leur fabrication, les produits industriels sont exposés a plusieurs facteurs
(dioxygéne, température, radiations lumineuses) pouvant entrainer |'oxydation des AGPI
gu’ils contiennent. L'incorporation de nos antioxydants pourrait permettre de limiter au
maximum la détérioration des AGPI et ainsi préserver les qualités des produits.

Les antioxydants chimiques sont utilisés comme conservateurs dans lindustrie
agroalimentaire depuis plus de 50 ans (Saad et al., 2007). Cependant, leur utilisation a
récemment diminué car des études récentes ont mis en évidence l'implication des
conservateurs traditionnels (BHA et BHT) dans I'apparition de diverses maladies, ce qui a
conduit ainsi a l'adoption d’une directive par I'organisation des nations unies pour
I’alimentation et I'agriculture limitant leur quantité a 200 mg/kg. Ainsi, la piste a privilégier
pour valoriser nos antioxydants synthétiques semble étre I'industrie cosmétique, d’autant
plus qu’il n’existe pas de reglementation en vigueur spécifique (Fernandez et al., 2012).

En ce qui concerne les acides hydroxycinnamiques et les lignanes, ils pourraient étre aussi
utilisés dans l'industrie cosmétique mais une valorisation agroalimentaire semble plus
pertinente car le marché des antioxydants dans I'industrie agroalimentaire (500 milliards de
dollars en 2010) croit d’environ 5% chaque année (Shahidi et Ambigaipalan, 2015) et que

I’on observe une demande croissante des consommateurs de produits naturels.
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