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Introduction

L esradicaux libres

> Intermédiair es chimiques incontour nables

> Généréslorsdel’action desrayonnementsionisants




Introduction

Qu’est-cequ’un radical libre?

 Espéce chimique: » 1 dectron célibataire

(non apparié)

> Instable (tresréactif)

Réaction d’' échange d'un seul éectron

Exemples: *OH, O,™, *CH,




Introduction

Conséguences de la grande réactivite

Radicaux libres mmm===> Duréesdevietreshreves

Quel gues nanosecondes (10 s)
a
Quelgues millisecondes (103 s)

_____________________________________________________

| Les réactions |
bioradicalaires ont des «
~ cinétiques rapides |

_____________________________________________________
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Cibles biologigues

Premiere étape de I’ action des rayonnements ionisants

Eau »Faut + e
ADN — ADN* + e
Protéine — Proténe” + e
Lipide — Lipide* + e
Peptide — Peptide* +
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La radiolyse de I'eau

en milieu aéré

Source de radicaux libres et d’ especes réactives de |’ oxygene

‘OH, O,, H,0,

Susceptibles d’ attaquer tous les matériaux biologiques
(effet indirect)

STRESS OXYDANT initie par les
rayonnements ionisants

__________________________________________________________________________________
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'OH + ADN

Deux types de radicaux libres

— Addition sur les bases (80 %)
— Arrachement d’ atome H sur les sucres (20 %)

Dommages chimique stables <

_______________________________

_______________________________

______________________________________________________________

______________________________________________________________

Pertes de bases --------- » Evolution des radicaux sucres
Pontages ADN-proté nesé

Si pas de reparation = mutations (modification du genome), mort cellulaire
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Cibles potentielles

Tous les acides amines sont des cibles potentielles des radicaux libres

Trp = Trp(OH), N-formylkynurénine, ...

. Phe - Phe(OH), Phe(OH),, ...
-2 a.a aromatiques Tyr = (Tyr),, Phe(OH),, -

His = oxoHis, ...

, Cis = Cystine
9 d.d SOUfI’eS Met - MetSulfoxyde, ...

Thr - acide 2-amino-3-cetobutyrique, ...
Pro - Pro(OH), semi-aldéhyde butyrique, ...
Lys - semi-aldéhyde a-aminoadipique, ...

—> a.a aliphatiques

(carbonylation)

Autres dommages oxydatifs : fragmentation de la chaine peptidique



Protéines

Modélisation du stress oxydant in vitro

‘ >

Problématique

| dentifier et caractériser les dommages oxydatifs de
proténes soumises al’ action de rayonnements ionisants

Déterminer les mécanismes de for mation de ces
modifications oxydatives



& 2

Analyse proteomigue par MS

[Séquence des acides aminés
Bases de données (Internet)
Modifications post-traductionnelles

Caractérisation de la protéine < Modifications chimiques
Phosphorylation
Glycosylation
Nitrosylation

\ Oxydation

Partenaires d’interaction
Caractérisation du complexe-< (Protéine, ligand, ion métallique)
Stoechiomeétrie
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Analyse proteomigue par MS

Ji Sélection dela protéine étudiée
Démar che I

Radiolyse gamma (in vitro)
stress oxydant — espéeces réactives de |’ oxygene (ROS)

|
v v

Analyse protéomique
e digestion enzymatique
* MS
s HPLC/MSMS

Etude cinétique
» disparition d’ acides aminés
e apparition de produits d' oxydation

v

| dentifications et mécanismes r éactionnels
o Sites d’ attaque (a.a.)
* types de produits formes
e mécanismes d’ oxydation bio-radicalaire
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Analyse proteomique par MS

Outils de I'analyse proteomique

Digestion %§ MS m/z 331. ‘
> @ é > 00654, 143201

Protéine Peptides Bases de donné%l(l nternet)
roteine non-oxydée HKTGPNLHGLFGR GKK, KATNE,
, @i v \PGTK, MIFAGIKK,
ee HKTGPNL*HGLFGR HKTGPNLHGLFGR

pement méthodol ogique

Acide(s) aminé(s) oxyde(s) + type d’ oxydation

v \4
| dentification précise des positions Carbonylation, peroxydation, ...
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Cytochrome ¢

» Protéine de la chaine respiratoire mitochondriale ( 12 384 Da, 104 a.a.)
« Role important dans I'apoptose

 Sensible a I’'environnement lipidique
Phospholipides anioniques (2 sites)

— Analyses produits d'oxydation + données cinétigues = MECANISMES

(9 Carbonyles (2,4-dinitrophénylhydrazine)
—> Tryptophane
: —> diTyrosine
- Electrophorése sur gel de polyacrylamide,
coloration au bleu de coomassie (intégrité de la protéine)
@ Western blot/immunorévélation (fragments)

Pro'et sation (HPLC/MS-MS) : séquences pep-
J carbonyles — Fragmentation oxydative




Cytochrome ¢

L. Cyt c non irradie, apres digestion tryptique

Chromatogramme HPLC/M S
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23 peptides détectés - 97% de couverture de stquence



Cytochrome c

Cyt cirradié (600 Gy) » comparaison avec cyt ¢ témoin

|

Peptides oxydés (600 Gy) Détection de peptides oxydés
TGPNLHGLFGR (+16) ‘
GITWKEETLMEYLENPK (+16)

MIFAGIKK (+16)
KTEREDLIAYLK (+16)
YIPGTK (+16)

Puis fragmentation M S/M S pour sequencage
et identificationde |’a.a. oxydé




Cytochrome c

Fragmentation MS/M S
| » Coupures au niveau des liaisons peptidiques

Ex: YIPGTK A Spectre de masse théorique
PGTK
0 TK

_________________________________ g = YIPGTK
écartsentrelespics! | £ K GTK IPGTK
. _ |2
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Intens ity

Cytochrome c
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