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PLAN du COURS 
- les espèces réactives de l’oxygène (EROS… ROS):  

- la signalisation redox 

§  le peroxyde d’hydrogène (H2O2): formation, dégradation,  
modes de transduction du signal  (SH        S-S :thiol disulfide) 
 

  

Aspects biochimiques  

Aspects cellulaires 
  

- homéostasie redox et atteintes héréditaires de l’audition 

§   impacts 
1)  A-la signalisation via des récepteurs, B- la transcription (facteurs de 

transcription et épigenèse) C- élimination des protéines mal repliées 
(misfolding)  

2)   méthodes de détection des agents de la signalisation REDOX . D- la 
signalisation à distance: le dialogue mitochondrie-RER et la motilité des 
organelles (mitochondrie) comme modulateur de la signalisation redox.  

Formes monogéniques de surdité: GRXCR1 (domaine de type GRX-like: DFNB25, Pirouette) 
   Miner-1 (protéine 2Fe2S le syndrome de Wolfram) 

 
Presbyacousie: GST1 et GST2 (glutathion  transférases) les modèles animaux de presbyacousie  



Gardes-Albert M… Jore D  L’Actualité Chimique  2003 





Production de l’O2
.- (anion superoxyde) 

- réduction de l’oxygène moléculaire  dans la mitochondrie (complexe I) 
et complexe III (ubiquinone ou coenzyme A) 

 
NADPH + O2         O2

.- + H+ + NADP+ 

   

- NADPH oxydases (NOX et DUOX) membrane plasmique et RE ..NOX complexe  

O2 + e-           O2
.- 
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Finkel T - J Cell Biol  2011 



Oxidative phosphorylation (OXPHOS) complexes 

Schon EA… Hirano M  Nature Rev Genet  13, 2012 



Production de l’O2
.- (anion superoxyde) 

 Réduction de l’oxygène moléculaire  
  
- Dans la mitochondrie au niveau des complexes I et III (ubiquinone ou 
coenzyme A) 

 
NADPH + O2         O2

.- + H+ + NADP+ 

- NADPH oxydases (NOX et DUOX) membrane plasmique et RE ..NOX complexe  

O2 + e-           O2
.- 



Production de l’O2
.- (anion superoxyde) 

  
  
- capture d’électrons par l’oxygène moléculaire (non 
enzymatique): dans la mitochondrie au niveau des complexes I et III 
(ubiquinone ou coenzyme A) 

 
NADPH + O2         O2

.- + H+ + NADP+ 

-  au cours d’oxydation par les NADPH oxydases (NOX et DUOX) 
 membrane plasmique et RE ..NOX complexe  

O2 + e-           O2
.- 

Réduction de l’oxygène moléculaire 



     Produire de l’O2
.- (anion superoxyde) 

  
  
- capture d’électrons par l’oxygène moléculaire (non 
enzymatique): dans la mitochondrie au niveau des complexes I et III 
(ubiquinone ou coenzyme A) 

 
NADPH + O2         O2

.- + H+ + NADP+ 

-  au cours de l’oxydation par les NADPH oxydases (NOX et 
DUOX) membrane plasmique et RE ..NOX complexe  

O2 + e-           O2
.- 

Réduction de l’oxygène moléculaire 



Dusting GJ… Jiang F - Mem Inst. Oswaldo Cruz  2005 



-   xanthine oxydase (cytoplasme) 

  hypoxanthine+H20   xanthine +H2O22 

   xanthine +  H20   acide urique +H2O22 

Production d’H2O2 (peroxyde d’hydrogène, eau oxygénée) 
- dismutation de l’anion superoxyde: superoxyde dismutases: SODs 

- oxydation des acides gras à très longues  
chaînes ou branchés dans le peroxysome:  
- multiples oxydases:  

Elles sont de 3 types:  cytoplasmique, SOD1, contient dans son site actif du cuivre et du zinc (Cu,ZnSOD) ; 
mitochondriale, SOD2,  contient dans son site actif du manganèse (MnSOD); extra-cellulaire, SOD3 (Cu,ZnSOD).  
 

-  monoamine oxydase (catabolisme de la serotonine) (mitochondrie) 

   

H2O2+ O2 O2
.- + O2

.- + 2H+ 



-  de la xanthine et l’hypoxanthine: 
 xanthine et hypoxanthine oxydase (cytoplasme, 
peroxysomes(xanthine oxydase) 

  hypoxanthine+H20   xanthine +H2O22 

   xanthine +  H20   acide urique +H2O22 

Production d’H2O2 (peroxyde d’hydrogène, eau oxygénée) 
- dismutation de l’anion superoxyde: superoxyde dismutases: SODs 

-  oxydation  
 
- des acides gras à très longues  
chaînes ou branchés dans le peroxysome  
(avec plusieurs autres oxydases  
dans cet organelle) 

Elles sont de 3 types:  cytoplasmique, SOD1, contient dans son site actif du cuivre et du zinc (Cu,ZnSOD) ; 
mitochondriale, SOD2,  contient dans son site actif du manganèse (MnSOD); extra-cellulaire, SOD3 (Cu,ZnSOD).  
 

- des monoamines: monoamine oxydase (catabolisme de la serotonine) 
(mitochondrie) 

H2O2+ O2 O2
.- + O2

.- + 2H+ 



-  de la xanthine et l’hypoxanthine: 
 xanthine et hypoxanthine oxydase (cytoplasme, 
peroxysomes(xanthine oxydase) 

  hypoxanthine+H20   xanthine +H2O22 

   xanthine +  H20   acide urique +H2O22 

                  Produire de l’H2O2 (peroxyde d’hydrogène, eau oxygénée) 
- dismutation de l’anion superoxyde: superoxyde dismutases: SODs 

-  oxydation  
 

 - des acides gras à très longues  
 chaînes ou branchés dans le peroxysome  
 (avec plusieurs autres oxydases  
 dans cet organelle) 

cytoplasmique, mitochondriale, peroxysome, extra-cellulaire. 

- des monoamines: monoamine oxydase (catabolisme de la 
serotonine) (mitochondrie) 

H2O2+ O2 O2
.- + O2

.- + 2H+ 



Espèces réactives de l’oxygène et de l’azote 



-   xanthine oxydase (cytoplasme) 

  hypoxanthine+H20   xanthine +H2O22 

   xanthine +  H20   acide urique +H2O22 

Production d’H2O2 (peroxyde d’hydrogène, eau oxygénée) 
- dismutation de l’anion superoxyde: superoxyde dismutases, SODs 

- oxydation des acides gras à très longues  
chaînes ou branchés dans le peroxysome:  
- multiples oxydases:  

Elles sont de 3 types:  cytoplasmique, SOD1, contient dans son site actif du cuivre et du zinc (Cu,ZnSOD) ; 
mitochondriale, SOD2,  contient dans son site actif du manganèse (MnSOD); extra-cellulaire, SOD3 (Cu,ZnSOD).  
O2

.- + O2
.- + 2H+ 

-  monoamine oxydase (catabolisme de la serotonine) (mitochondrie) 

   

H2O2+ O2 



Bindoli A… Forman HJ - Antioxid Redox Signal  2008 

Thioredoxin  
reductase Thioredoxin  Peroxiredoxin  

LA REDUCTION de H202  en H20 (anti-oxydants) 

Glutathion  
reductase Glutathion  Glutathion 

Peroxidase  
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Thioredoxin  
reductase Thioredoxin  Peroxiredoxin  

Glutathion  
reductase Glutathion  Glutathion 

Peroxidase  

  REDUIRE l’H202  en H20 (anti-oxydants) 

Bindoli A… Forman HJ - Antioxid Redox Signal  2008 

2H2O2                2H2O +O2 

catalase 



Glutathion peroxydases (GPxs) 

2GSH +2H2O2        GS-SG + 2H2O 

GPx1 à GPx8 
GPx1 GPx1,2,3,4 et la GPx6 (chez l’homme mais pas la souris) contiennent du sélénium 
GPx1= cytoplasmique, la plus abondante 
GPx2= mitochondriale? 
GPx3= extracellulaire 
 
 

GPxs 



GLUTATHION  

Cysteine     Acide glutamique         Glycine 



Bindoli A… Forman HJ - Antioxid Redox Signal  2008 

Thioredoxin  
reductase Thioredoxin  Peroxiredoxin  

LA REDUCTION du H202  en H20 (anti-oxydants) 

Glutathion  
reductase Glutathion  Glutathion 

Peroxidase  



Peroxiredoxines  

Prx (réduit) + H2O2  Prx (oxydé) + H2O 

Prx oxydé est réduit par la Thioredoxine 

Très exprimées; comportent le motif CXXC pour plusieurs d’entre elles 
 
Sont régulées par phosphorylation, oxydo-réduction, oligomérisation 
 
Inactivées par hyperoxydation, leur SH devient acide sulfénique qui peut retourner au stade  
SH sous l’action de la sulfiredoxine. 

Enzyme dans sa forme  
acide sulfénique, Prx-SOH, 
est réduite par la  
sulfirédoxine (Srx).   



Thioredoxines  
Anti-oxydants majeurs. Petites enzymes redox; Elles facilitent la réduction des autres protéines,  
par l’échange, disulfide-thiol:  S-S     SH; elles ont quantité de cibles 
 
Existent dans tous les organismes vivants 
 
Elles ont toutes la même structure 3D, très caractéristique 
 
Leur site actif comporte toujours un thiol-disulfide 
 
Elles comporte aussi un ou plusieurs motifs CXXC 
 
Elles sont maintenues réduites par une thioredoxine réductase  qui est dépendante  
du NADPH 



The thioredoxin fold 
From CHRISTOPHER HORST LILLIG and ARNE HOLMGREN 
ANTIOXIDANTS & REDOX SIGNALING 
Volume 9, Number 1, 2007 
 

(A) The basic thioredoxin fold consists of a 
four stranded -sheet and three surrounding 
-helices (see Topology), 
which is adopted only by bacterial 
Grxs. The structure of oxidized E. coli 
Grx1 is shown (PDB code: 1EGO).  
(B) 
Trxs possess an additional -helix and 
-sheet at the N-terminus (see Topology). 
The structure of reduced human 
Trx1 is shown (PDB code: 1ERT). The 
positions of the characteristic Cys–X– 
X–Cys active site motifs are marked by 
asterisks. 



From CHRISTOPHER HORST LILLIG and ARNE HOLMGREN 
ANTIOXIDANTS & REDOX SIGNALING 
Volume 9, Number 1, 2007 
 

RegulaKon	
  and	
  modificaKons	
  of	
  human	
  thioredoxin	
  1	
  

The primary structure in (A) is colored according to the 
secondary structure elements shown in (B) 
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Thioredoxin  
reductase Thioredoxin  Peroxiredoxin  

LA REDUCTION de H202  en H20 

Glutathion  
reductase Glutathion  Glutathion 

Peroxidase  

Catalase (peroxysome)  
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Bindoli A… Forman HJ - Antioxid Redox Signal  2008 

Glutaredoxin 

Thioredoxin 



Glutaredoxines ou glutathionredoxines(Grx) 

Très comparables aux Thioredoxines. Petites enzymes redox;  
Elles facilitent la réduction des autres protéines, par l’échange, disulfure-thiol:  S-S     SH;  
elles ont quantité de cibles (dont certaines peroxiredoxines) 
 
Existent dans tous les organismes vivants 
 
Elles ont une structure 3D, voisine des thiorédoxines 
 
Leur site actif comporte toujours un thiol-disulfure 
 
Elles comportent aussi un ou plusieurs motifs CXXC 
 
Elles sont maintenues réduites non pas par une réductase mais sont réduites par l’oxydation du glutathion .  
 

glutaredoxine 

 



Bindoli A… Forman HJ - Antioxid Redox Signal  2008 

Glutaredoxin 

Thioredoxin 

SIGNALISATION H2O2  



Bindoli A… Forman HJ - Antioxid Redox Signal  2008 

Glutaredoxin 

Thioredoxin 

SIGNALISATION via H2O2  



Finkel T - J Cell Biol  2011 





PLAN du COURS 
Aspects cellulaires 

- homéostasie redox et atteintes héréditaires de l’audition 

§   impacts 
1)  A- la signalisation via des récepteurs, B- la transcription (facteurs de 

transcription et épigenèse) C- élimination des protéines mal repliées 
(misfolding)  

2)   méthodes de détection des agents de la signalisation. D- la signalisation à 
distance: le dialogue mitochondrie-RER et la motilité des organelles 
(mitochondrie) comme modulateur de la signalisation redox.  

Formes monogéniques de surdité: GRXCR1 (domaine de type GRX-like: DFNB25, Pirouette) 
   Miner-1 (protéine 2Fe2S le syndrome de Wolfram) 

 
Presbyacousie: GST1 et GST2 (glutathion  transférases) les modèles animaux de presbyacousie  



Bindoli A… Forman HJ - Antioxid Redox Signal  2008 

Glutaredoxin 

Thioredoxin 

SIGNALISATION H2O2 



Adapted from Finkel T, JCB, 2011 

Ph 



Les facteurs de transcription  
dont l’activité est modulée par le statut REDOX 

Les facteurs de transcription à doigt de zinc (liaison à l’ADN) sont particulièrement sensibles  
au stress oxydant: 
Sp1 (Cyst2/His2), récepteurs aux glucocorticoïdes, Egr1 (Early growth response protein) (3Zn-fingers),  
P53 (DEM inhibe sa fixation à l’ADN, or P53 augmente l’expression de « gènes anti-oxydants). La 
réponse au stress oxydatif induite par p53 a un acteur majeur, TP53INP1. Ce composé a des 

fonctions antioxydantes ….  

Le facteur apparenté au facteur NF-E2, Nrf2, est un facteur de transcription sensible au statut 
d’oxydoréduction. En réponse à un stress oxydant, Nrf2 contrôle le devenir des cellules en 
augmentant la transcription de gènes qui portent dans leur promoteur un élément dit de réponse 
antioxydante, abrégé en ARE (antioxidant response element). Cet élément se trouve dans le 
promoteur de beaucoup de gènes qui codent pour des antioxydants endogènes (GST, GPX, 
PRX-1, TrxR). Nrf2 dans le cytoplasme est associé à la protéine, Keap1. En réponse à un signal 
oxydant, Keap est oxydé. Il y a rupture de son association avec Nrf2. Nrf2 se transloque alors au 
noyau il est activé par sa réduction due à la thiorédoxine.  

Le facteur de transcription NF-kB est aussi sensible au stress oxydant et contrôle l’expression de  
protéines anti-oxydantes, MnSOD et les enzymes de la synthèse du glutathion. 
 
Les facteurs AP-1 et c-Jun N-terminal kinase (JNK) sont aussi sensibles au stress oxydant, et  
provoquent une réponse adaptative. Leur activation dépend de la « Thioredoxin reductase » qui réduit  
la thiorédoxine qui gagne le noyau, active la voie redox, Ref-1 qui à son tour active AP-1 et c-Jun N-terminal  
kinase (JNK).  



Stangherlin A & Reddy AB - J Biol Chem  2013 



Les facteurs de transcription  
dont l’activité est modulée par le statut REDOX 

Les facteurs de transcription à doigt de zinc (liaison à l’ADN) sont particulièrement sensibles  
au stress oxydant: 
Sp1 (Cyst2/His2), récepteurs aux glucocorticoïdes, Egr1 (Early growth response protein) (3Zn-fingers),  
P53 (DEM inhibe sa fixation à l’ADN, or P53 augmente l’expression de « gènes anti-oxydants). La 
réponse au stress oxydatif induite par p53 a un acteur majeur, TP53INP1. Ce composé a des 

fonctions antioxydantes ….  

Le facteur apparenté au facteur NF-E2, Nrf2, est un facteur de transcription sensible au statut 
d’oxydoréduction. En réponse à un stress oxydant, Nrf2 contrôle le devenir des cellules en 
augmentant la transcription de gènes qui portent dans leur promoteur un élément dit de réponse 
antioxydante, abrégé en ARE (antioxidant response element). Cet élément se trouve dans le 
promoteur de beaucoup de gènes qui codent pour des antioxydants endogènes (GST, GPX, 
PRX-1, TrxR). Nrf2 dans le cytoplasme est associé à la protéine, Keap1. En réponse à un signal 
oxydant, Keap est oxydé. Il y a rupture de son association avec Nrf2. Nrf2 se transloque alors au 
noyau il est activé par sa réduction due à la thiorédoxin.  

Le facteur de transcription NF-kB est aussi sensible au stress oxydant et contrôle l’expression de  
protéines anti-oxydantes, MnSOD et les enzymes de la synthèse du glutathion. 
 
Les facteurs AP-1 et c-Jun N-terminal kinase (JNK) sont aussi sensibles au stress oxydant, et  
provoquent une réponse adaptative. Leur activation dépend de la « Thioredoxin reductase » qui réduit  
la thiorédoxine qui gagne le noyau, active la voie redox, Ref-1 qui, à son tour, active AP-1 et c-Jun N-terminal  
kinase (JNK).  





From CHRISTOPHER HORST LILLIG and ARNE 
HOLMGREN 
ANTIOXIDANTS & REDOX SIGNALING 
Volume 9, Number 1, 2007 
 

Overview of the thioredoxin and glutaredoxin systems  
and some of their targets in and outside the cell. 



The redox-DIGE (difference gel electrophoresis) technique.A, in control mitochondria, free 
protein thiols (PrS-) are blocked with NEM, treated with DTT, and labeled with Cy3 maleimide 

(green).  

Hurd T R et al. J. Biol. Chem. 2007;282:22040-22051 



Effect of oxidants on mitochondrial protein thiols determined by redox-DIGE.  

Hurd T R et al. J. Biol. Chem. 2007;282:22040-22051 



Finkel T - J Cell Biol  2011 

Dimédone 
DCP 





Key structural features of roGFP2, figures produced by RIBBONS (63) and MOLSCRIPT (1).  

Hanson G T et al. J. Biol. Chem. 2004;279:13044-13053 







Figure	
  1	
  	
  	
  Redox-­‐SensiKve	
  GFPs	
  Detect	
  H	
  2	
  O	
  2	
  	
  	
  Mitochondrial	
  electron	
  transport	
  chain	
  and	
  NADPH	
  oxidases	
  can	
  generate	
  superoxide,	
  which	
  is	
  
converted	
  into	
  H	
  2	
  O	
  2	
  	
  by	
  SOD1	
  or	
  SOD2.	
  H	
  2	
  O	
  2	
  	
  is	
  detoxified	
  into	
  H	
  2	
  O	
  by	
  glutathione	
  peroxidases	
  (GPXs),	
  catalas...	
  

Kathryn	
  V.	
  	
  Tormos	
  ,	
  Navdeep	
  S.	
  	
  Chandel	
  

Seeing	
  the	
  Light:	
  Probing	
  ROS	
  In	
  Vivo	
  Using	
  Redox	
  GFP	
  

Cell	
  Metabolism,	
  Volume	
  14,	
  Issue	
  6,	
  2011,	
  720	
  -­‐	
  721	
  

h_p://dx.doi.org/10.1016/j.cmet.2011.11.008	
  



roGFP2-Orp1 specifically responds to H2O2. 

From Gutscher M and Dick TP, J. Biol. Chem, 2009 

Biosensors redox 



Albrecht SC, …Dick TB -  Cell Metab  14, 2011 

A 



B 

Albrecht SC, …Dick TB -  Cell Metab  14, 2011 



Albrecht SC, …Dick TB -  Cell Metab  14, 2011 

Age-related redox changes in the adult fly 



In vivo redox changes caused by gene silencing 

Albrecht SC, …Dick TB -  Cell Metab  14, 2011 



In vivo redox changes caused by pharmacological agents 

Albrecht SC, …Dick TB -  Cell Metab  14, 2011 

GST 

H2O2 





Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 



Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 N=normoxia  H=hopyxia 



Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 
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Involvement of ROS in hypoxia-induced perinuclear mitochondrial clustering 



Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 

réduite oxydée 

oxydée 



Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 
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Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 



Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 



Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 
Mesure au niveau du promoteur  



Al-Mehdi AB… Gillespie MN - Science Signaling  2012 



Murphy MP - Science Signaling  2012 





Schraders M… Kremer H - Am J Hum Genet  2010 

DFNB25 



Schraders M… Kremer H - Am J Hum Genet  2010 
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Odeh A… Kohrman DC - Am J Hum Genet  2010 



Odeh A… Kohrman DC - Am J Hum Genet  2010 



Schraders M… Kremer H - Am J Hum Genet  2010 



Odeh A… Kohrman DC - Am J Hum Genet  2010 
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Comparison between antioxidant response elements in GST, NQO1, & SOD1 genes 

Hayes JD… Jowsey IR - Annu Rev Pharmatoxicol  2005 
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Onset of ARHL:  
early: <12 months,  
intermediate: 13–23 months,  
late: >24 months of age 

Main animal models of ARHL 
and related cochlear 
pathologies and pathogenesis 


