Les cibles, les mécanismes
photochimiques primaires et les systemes
de défenses antioxydantes dans la cellule
soumise aux radiations ultraviolettes

Targets, primary photochemical processes
and antioxidant defenses of UV irradiated cells

RESUME

Dans la partie UVB de spectre solaire (290 - 315 nm),
on attribue [lefficacité maximale des effets photobiologi-
ques a des réactions photochimiques directes sur les
acides nucléigues — en tout premier lieu sur les bases
pyrimidiques (formation de diméres, notamment) — et
sur le tryptophane, le seul acide aminé aromatigue des
protéines qui absorbe I'UVB solaire. En ce gui concerne
les réponses biologiques & 'UVA, on admet qu'elles sont
dues & des réactions photochimigues indirectes, encore
appelées réactions photosensibilisées, qui concernent la
presque totalité des constituants cellulaires : acides ami-
nés, bases puriques, lipides insaturés, par exemple. Ces
réactions photosensibilisées impliquent la formation de
différentes espéces activées de l'oxygéne comme ['oxy-
géne singulet, I'ion superoxyde et les radicaux OH'. Pour
lutter contre |a formation excessive de ces especes acti-
vées de l'oxygéne, la cellule a développé différents sys-
temes de défense : enzymes - molécules « antioxydan-
tes » - protéines de piégeage ou de « désactivation » des
ions métalliques responsables de la propagation des
chaines de la peroxydation lipidique.

1. Introduction

Les spectres d'action (c'est-a-dire les spectres
d'efficacité de la réponse biologique en fonction de
la longueur d'onde d'irradiation) de la réponse pho-
toérythématogéne ou de la photocarcinogénese
cutanée montrent une efficacité maximum vers
290 - 300 nm qui décroit trés rapidement jusqu'a
320 nm puis beaucoup plus lentement dans 'UVA
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ABSTRACT

In-the UVB part of the solar ultraviolet spectrum (290
- 315 nm), the effectiveness of the photobiologic res-
ponise is due to direct photachemical reactions on DVri-
midine or tryptephan residues of proteins. The biclogical
response to UVA (320 - 400.nm) is due to photosensiti-
zed reactions.

Many biolagical molecules or macromolecules ineju-
ding aminoacids, purine bases, polyunsaturated fatty
acids... are targets of photosensitized reactions via for-
mation of singlet oxygen, superoxide anion and OH'
radicals. To cope with the formafion of excess oxygen
activated species, cells possess several defense sys-
tems such as enzymes, small antioxidant molecules, or
proteins able to trap redox metal ions responsible for the
propagation of the radical chain reactions of lipid peroxi-
dation.

(320 - 400 nm) (fig. 1). Cette rupture trés nette
au-dela de 320 nm est attribuée au changement de
mécanismes dans les phénoménes photochimi-
ques responsables de la réponse biologique. On
admet que l'efficacité trés grande observée dans
'UVB solaire (région comprise dans la zone 295 -
320 nm est principalement due a des réactions
photochimiques directes affectant les bases pyri-
midiques des acides nucléigues (formation notam-
ment de diméres) ou les résidus tryptophane des
protéines (1). La réponse photobiologique obser-
vée au-dela est due a des réactions photosensibi-
lisées impliquant des processus oxydatifs via la
formation d'espéces activées de l'oxygene.
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Figure 1
Spectres d'action pour l'induction de cancers cutanés
non mélaniques chez la souris (=) et mélaniques
chez le poisson Xiphophorus (-----).
(d'apres Setlow et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 90,
6666, 1993 et De Gruijl et al., Cancer Res., 53, 1993).

Action spectra for the induction of non melanoma skin cancers
in mice (—) and of melanoma in the fish Xiphophorus (-----)
(after Setiow et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 90, 6666, 1993,

., and De Gruiff et al., Cancer Res., 53, 1993).

Dans cet article, nous nous intéressons tout
particulierement aux mecanismes de ces reactions
photosensibilisees et aux moyens de defense de la
cellule contre le stress oxydatif qu'elles engendrent.

2. Activation de I'oxygéne par les réactions
photosensibilisées

a) Qu’est-ce qu’'une réaction
photosensibilisée ?

On appelle réaction photosensibilisée toute
réaction photochimique dans laquelle une molé-
cule (appelee substrat) qui n'absorbe pas directe-
ment des radiations lumineuses est detruite en
présence d'un compose (le photosensibilisateur)
qui absorbe ces radiations. Lorsque la reaction
photosensibilisée implique I'oxygéne, on dit que
'on est en présence d'une réaction photodyna-
mique (1).

b) Considérations électroniques élémentaires

La figure 2 schematise |'adsorption de radia-
tions lumineuses par une molecule. Lors de I'ab-
sorption de photons d’énergie convenable, un des
deux électrons de l'orbitale moléculaire la plus
haute, occupée a I'état fondamental, est promu sur
I'orbitale moléculaire non occupée la plus basse,
sans changement de spin de I'électron. On cons-
tate alors que la molécule excitée résultante est
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Figure 2
Schema des transitions €lectronigues
dans une molécule aromatique
(SIC est le systeme d'intercombinaison singulet triplet).

Scheme of the electronic transitions of aromatic molecules
(SIC is the intersystem crossing).

encore, tout comme I'état fondamental, dans un
état de spin total nul (état dit « singulet » qui est
diamagnetique). Si I'énergie absorbée est suffi-
sante pour casser une liaison chimique, on assiste
alors a une réaction photochimique directe. Les
réactions photochimiques directes des molécules
aromatiques impliguent presque toujours un etat
singulet excite. A partir du premier etat singulet
excite, (c’est-a-dire celui correspondant a la bande
d’absorption de plus grande longueur d'onde d'une
molécule) la desactivation de la molécule peut
s'effectuer (en général en quelques nanosecon-
des) de deux fagons : soit par I'émission d'une
fluorescence, de grand intérét analytique, soit par
inversion de I'état de spin de I'electron excite. Dans
ce dernier cas, la molécule resultante possede un
spin total de 1 ; la molécule est alors dans un état
triplet paramagnétique dont la durée de vie peut
aller de la microseconde a la seconde (selon la
« rigidité » du microenvironnement) & la tempéra-
ture ordinaire. Cette durée de vie trés longue de
I'état triplet par rapport a I'état singulet augmente
considérablement la probabilité de collision et
donc d'interaction et/ou de réaction avec d'autres
molecules. Les reactions photosensibilisees impli-
queront donc presque toujours I'état triplet d'une
molécule.

c) Les mécanismes des reactions
photodynamiques

[l existe deux types de reéactions photodynamiques
(2) qui peuvent étre resumes de la fagon suivante :

le type 1 : le photosensibilisateur (P) a I'etat
triplet réagit avec un substrat donneur d’atome
d'hydrogéne ou d’électrons (SH) (et qui, rappelons-
le, n'absorbe pas les photons absorbés par P).

P (triplet) + SH — PH + S
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Cette réaction est suivie de :
PH +0, > P+ 05 +H*

entrainant la formation d’ion superoxyde et la régé-
nération du photosensibilisateur, alors que le subs-
trat semi-oxygéné réagit avec 'oxygéne selon :

S + O, — produits -

Les réactions photodynamiques de type Il im-
pliquent la formation d’oxygéne singulet symboli-
quement noté 'O, selon I'équation :

P (triplet) + O; — 'O+ P

Dans ce cas, la molécule P (triplet) est simple-
ment désactivée pour redonner la molécule (P) &
I'état fondamental (singulet).

d) Les principaux substrats d’interét
biologique des réactions
photodynamiques (2)

— substrats de type 1 : |l s'agit des acides
aminés (Trp, Cys) des bases puriques ; tout spe-
cialement la guanine, les acides gras insatures (3)
(la réaction dans ce cas est I'abstraction des hy-
drogénes allyliques), les vitamines E et C.

— substrats de type 2 : On retrouve les mémes
catégories de molécules biologiques que ci-des-
sus : les résidus acides aminés : Trp, Cys complé-
tés par Met et His, les acides gras insaturés (RH)
notamment les acides linoléique et arachidonique,
par addition d'oxygéne singulet sur les doubles
liaisons de ces molécules. Notons aussi la reaction
spécifique du cholestérol avec 'O, avec la formation
du 5¢-cholestérol hydroperoxyde et les réactions
bien connues de '0, avec les vitamines E et C.

e) Remarques sur quelques produits
de réaction

— Le tryptophane, par réaction avec 'O,
donne la N'formylcynurénine (NFC) qui est elle-
méme un photosensibilisateur. Notons que la pho-
tolyse directe de Trp conduit, elle aussi, & la forma-
tion de NFC.

Ainsi la formation de 'O, par la NFC entraine
une accélération de la dégradation du cycle indole
du Trp (fig. 3). On a donc I'exemple d'une réaction
photochimique directe produite par I'UVB « ampli-
fiée » par 'UVA a cause du produit photochimique
(la NFC) forme sous UVB (1).

— Les peroxydes lipidiques (ROOH) donnent
une réaction formellement équivalente a la reac-
tion de Fenton en présence d'ions ferreux

H,0, + Fe?* — Fe?* + OH' + OH~
ROOH + Fe?2* — Fe®* + OH™+ RO’

Le radical RO formé est presque aussi réactif
que le radical hydroxyle OH" et propage les réac-
tions en chaine de la peroxydation lipidique en

POLLUTION ATMOSPHERIQUE

10
80
€ 6o
8 40
=
o
iy e [ ]
] T , : -
0 40 80 120 160 200
Temps (min)
Figure 3

Destruction d'une solution aqueuse tamponnée
(pH 7,2) de tryptophane (100 uM) sous ['action
du rayonnement solaire entre onze heures
et deux heures a Paris le 13 mai 1893.

Le temps était peu nuageux.

Destruction of buffered (pH 7.2) aqueous Trp (100 uM) upon
irradiation with solar light between 11 a.m. and 2 p.m.
(solar time) in Paris on May 13 1993 (mostly sunny weather).

réagissant avec les hydrogénes allyliques des aci-
des gras insaturés :

0, + RO + RH — ROO + ROH

Notons que les réactions photosensibilisées au
niveau de I'acide arachidonique formeront des pe-
roxydes ayant la méme structure que certains in-
termédiaires de la cascade enzymatique condui-
sant aux prostaglandines.

f) Quels sont les photosensibilisateurs
endogénes de la cellule ?

En ce qui concerne les photosensibilisateurs de
type photodynamique, citons les flavines oxydées,
les porphyrines (dépourvues de lion métallique
central), les ptérines, les produits transitoires ou
stables du métabolisme cellulaire (exemple : la
NFC) ou les produits aldéhydiques résultant des
peroxydations lipidiques.

A céié de 'O, généré par ces photosensibilisa-
teurs, certaines réactions peuvent conduire a la
formation de O, -. A coté de la photolyse directe du
Trp citons aussi, a titre d’'exemple, la photooxyda-
tion du NAD(P)H. La figure 4A montre le spectre de
fluorescence enregistrée dans une cellule vivante
(un fibroblaste murin) soumise a une irradiation
UVA (débit de dose : de I'ordre de 100 m W/cm? &
365 nm). On voit que la fluorescence du NAD(P)H
disparait rapidement sous irradiation (fig. 4B).
Dans le noir, une partie du NAD(P)H est restaurée,
ce qui est I'indice que la cellule peut « récupérer »
et subir & nouveau une photooxydation réversible
aprés la premiére irradiation UVA. La photooxida-
tion du NAD(P)H peut s'écrire :

0, + NAD(P)H + UVA + H,0 — NAD(P) + O, + H,0"

NAD(P)' + O, —» NAD(P)* + O}
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Figure 4
A - Fluorescence du NAD(P)H
dans un fibroblaste murin.
B - Cinétigue de la photo-oxydation du NAD(P)H
cellulaire sous irradiation UVA sous 'objectif (x 63)
a immersion du microspectrofluorimeétre.

A - Fluorescence of NAD(P)H in a murine fibroblast.
B - Kinetics of the cellular NAD(P)H photobleaching under
irradiation with UVA (365 nm) under the immersion objective
(63) of the microspectrofluorometer.

Le NAD(P)* n'est pas fluorescent, ce qui explique
la diminution de la fluorescence dans la figure 4B.

3. Les moyens de défense de la cellule
vis-a-vis des espeéces activées
de I'oxygene produites par 'lUVA

a) Les enzymes de détoxification du stress
(photo)oxydatif (4)

— la superoxyde dismutase (SOD) catalyse la
réaction de dismutation de O, :

2H30+ ar O_Q_' . 02; — H202 + 02 =+ 2H20

Elle n'est pas inactivée par les radiations UVA
et UVB solaires.

— la catalase catalyse la décomposition de
Ho 0O,

2H,0, — 2H,0 + O,

Elle est particulierement photosensible a la fois
« in vitro » et « in vivo ». Dans ce dernier cas, on a
pu mettre en évidence (4) la disparition de la cata-
lase (fig. 5) dans les fibroblastes humains prove-
nant de différents donneurs et soumis a une dose

non létale de radiations UVA.
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Figure 5

Photoinactivation de la catalase (Cat) sous I'action
de 180 kJ/m? d’UVA de fibroblastes humains en culture
provenant de différents donneurs (plasties membranaires).

Cette dose d'UVA n'est pas létale. Les activités sont
normalisées au contenu en protéines des boites
de Petri. Les ronds blancs représentent la moyenne
des activités de la catalase pour tous les donneurs.

Photainactivation of calalase (Cat) after delivery of 180 kJ/m*
of UVA. This UVA dose is not lethal. Activities are normalized
fo the protein content of the Petri dishes. The open symbols
correspond to the mean of the catalase activities of all donors.

— Les glutathion peroxydases (GSH - PX).
Leur « co-facteur » est le glutathion (GSH).

Il s’agit de deux classes d’'enzymes qui agis-
sent sur les peroxydes lipidiques en produisant un
acide gras hydroxyle (ROH) non toxique.

— La premiére contient un atome de Se (Se - GSH
- PX) et n'agit qu'aprés intervention de la phospho-
lipase A, (PLA,) sur un phospholipide peroxydé
(POOH) libérant un acide gras peroxyde (ROOH).

POOH(PLA,) — lysophospholipide + ROOH

ROOCH + 2GSH (Se-GSH-PX) — ROH + GSSG
ol GSSG est le glutathion oxydé.

— La deuxieme GSH - PX est une enzyme
membranaire (notée GSH - PX - PLOOH) qui agit
directement sur les phospholipides peroxydeés ou
les peroxydes de cholestérol :

PLOOH + 2GSH (PLOOH — GSH- PX)
— ROH + GSSG + H,0

b) La détoxification par les molécules
antioxydantes

Les molécules les plus connues dans ce do-
maine sont les vitamines E et C (fig. 6) auxquelles
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Figure 6
Structure chimique des vitamines E et C.
Chemical structure of vitamins E and C.

il faut ajouter le B-caroténe et les caroténoides,
voire les rétinoides. Toutes ces molécules sont
capables de désactiver I'oxygéne singulet plus ou
moins efficacement, mais elles peuvent aussi réagir
avec les radicaux OH- ou les radicaux libres prove-
nant des chaines de la peroxydation lipidique.

Le cas des vitamines E et C est intéressant sur
le plan biochimique car ces molécules jouent un
réle antioxydant non seulement par désactivation
de 0, mais aussi grace a leur propriéte de don-
neur d'atome d’hydrogéne qui leur permet de réparer
les dommages biologiques dus au stress (photo)
oxydatif, notamment au niveau des biomolécules
sulfurées (Cys, glutathion) (fig. 7). Notons que le

glutathion peut étre rangé dans la catégorie des
molécules antioxydantes car il réagit trés efficace-
ment, grace & sa fonction SH, avec I'oxygéne sin-
gulet ou I'état triplet des photosensibilisateurs.

4, Conclusion

Le stress photooxydatif résulte presque tou-
jours de réactions photosensibilisées produisant
des espéces activées de I'oxygéne (notamment
I'oxygéne singulet et des radicaux libres oxyge-
nés). Une molécule photosensibilisatrice posse-
dant une ou plusieurs bandes d’absorption dans

dommage R’ Vitamine E(EOH) radical NADH
biologique ascorbyle
dommage RH radical EO’ Vitamine C NAD
réparé a-tocophéryle
NAD' + O, -—-» NAD' + 0,
Figure 7

Chaine réactionnelle montrant comment la réparation d'un radical biologique produit par un processus oxydatif ou
photo-oxydatif conduit a la formation de I'ion superoxyde.

Reaction scheme showing how the repair of a biological radical induced by anoxidative or a photooxidative process leads
fo the formation of superoxide anion.
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JOURNEE D’ETUDE DU CITEPA

22 novembre 1994

a 'UNION INTERNATIONALE DES CHEMINS DE FER
16, rue Jean-Rey, 75015 PARIS

(avant-projet)

Le CITEPA propose pour cette journée, a laguelle nous inviterons, bien sdr, M. le Ministre de
I'Environnement, un programme basé sur les actions internationales et nationales contre la pollution
atmospherique :

— les protocoles ou renouvellements dans le cadre de la Commission Economique pour I'Europe
des Nations Unies (Convention de Geneve) qui feront appel a la notion de charges critiques
(retombées maximum que peuvent supporter les milieux recepteurs de SO,, NOx) ;

— les actions en cours ou futures de I'Union Européenne : révision de la Directive sur les grandes
installations de combustion, projet de directive sur les combustibles liquides, autres directives en
preparation ;

— les actions de la France dans le cadre ci-dessus et les projets propres a notre pays.

Une deuxiéme partie présentera les moyens techniques a mettre en ceuvre pour faire face a
moyen et long terme aux exigences exprimées par les futures réglementations européennes et
frangaises, se traduisant par des réductions drastiques des émissions polluantes, et des rendements
thermiques élevés qui iront dans le sens exigé par la lutte contre les risques li€s a I'aggravation de
I'effet de serre. Les réalisations et projets frangais seront décrits.
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