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Résumé : Le présent travail passe en revue les mécanismes d’oxydation du cholestérol. I traite plus
spécialement du mécanisme radicalaire de 'autoxydation de ce composé et, dans une moindre
mesure, des mécanismes enzymatiques. Le cholestérol, lipide insaturé, s’oxyde de o méme maniére
quun acide gras insaturé. If se forme d‘abord des hydroperoxydes qui se dégradent en époxydes, en
alcools primaires, secondaires ou tertigires et en cétones. L'oxydation du cycle B du stéroide est pré-
dominante, favorisant I'attague en position allylique ainsi que I'époxydation. Les principaux oxysté-
rofs formés sont le 7o et le 7B-hydroxycholestérol, le 7-cétocholestérol, le cholesta-3,5-diéne-7-one,
le 38,5068 cholestanetriol, le 5a,60- et le 55,6f-époxycholestérol. L'oxydation de fa chaine alipha-
tique en positions 20, 22, 24, 25 et 26 a également été observée. Les espéces d'oxygéne actif réagis-
sant avec le cholestérol y sont discutées ainsi que V'influence des lipides et plus spécialement celle de
leur degré d'insaturation sur la cinétique d’oxydation.

Mots clés : cholestéral, oxydation, mécanisme, oxystérol, lipide.

Summary: The mechanisms of cholesterol oxidation, including the major radical process of autoxi-
dation and enzymatic mechanism are reviewed. Cholesterol, an unsaturated lipid, is oxidized in the
same way as an unsatured fatty acid: through the intermediate hydroperoxides, primary, secondary
and tertiary akcohols, ketones and epaxides are produced. Oxidation of cholesterol at the alfylic C7
site and epoxidation of the double bond are favoured. Principal cholesterol oxides are 7or- and 78-
hydroxycholesterol, 7-ketocholesterol, cholesta-3,5-diene-7-one, 3f,5a,6f-cholestanetriol and
So,6a- and 5,68-epoxicholesterol. Oxidation of the side chain of the C 20, 22, 24, 25 and 26 sites
is also observed. The reactive oxygen species involved in the oxidation of cholesterol and the
influence of other fipids on the kinetics of cholesterof oxide formation are presented.

Key-words: cholestercl, oxidation, mechanism, oxysterol, lipid.

introduction

En 1816, Chevreul [1] appela « cholestérine » (issu des mots grecs « chole » et « steros » qui
signifient « bile » et « solide ») la substance extraite de calculs biliaires humains. Mais ce n'est
qu'environ un sigcle plus tard que la labilité du cholestérol fut mise en évidence, Schultze et
Winterstein [2] ont rapporté que le cholestérol cristallin pouvait s'oxyder spontanément a I'air.
Lifschiitz [3,4] a découvert une méthode permettant d'identifier les produits d'oxydation du
cholestérol (les oxystérols) par une réaction avec I'acide sulfurique qui preduit une intense cou-
leur bleue ou verte, Cette méthode de détection dite « test de couleurs de Lifschiitz » a été utili-
sée par la suite en chromatographie sur couche mince (TLC) pour l'identification de ces oxysté-
rols par vaporisation d'acide suffurique sur la plaque. Blix et Léwenhielm [5] ont établi le role clé
de I'oxygéne moléculaire dans l'autoxydation du cholestérol. C'est entre 1930 et 1960 environ
que s'est développée la chimie du cholestérol @ proprement parler, notamment la découverte
de structures apparentées entre les stérols, les sels biliaires, les hormones stéroides et les triter-
pénoides. Plusieurs oxystérols tels que le 7o-hydroxycholestérot (cholest-5-&ne-3, 7a-diol) et le




Figure 1. Positions d'attaque oxydative sur la molécule de cholestérol [11].
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7B-hydroxycholestérol {cholest-5-2ne-3p,7-diol) ont en outre pu étre
isolés a partir de tissus animaux. Bergstrém et Wintersteiner (6-8] ont
développé un systéme modéle permettant I'étude de V'oxydation du
cholestérol. Leurs travaux ont abouti a I'identification des produits
d'oxydation les plus courants et probablement les mieux connus
comme le 7a-hydroxycholestérol, le 7B-hydroxycholestérol et le 7-
cétocholestérol (3p-hydroxycholest-5-&ne-7-one). Fieser et Fieser [9]
ont publié un travail de référence sur I'oxydation des stéroides, notam-
ment un article de synthése sur I'oxydation du cholestérol.

Pat la suite, le développement de méthodes analytiques toujours plus
performantes telles que la chromatographie sur couche mince (TLC), la
chromatographie en phase gazeuse (GC) et la chromatographie
liquide/liquide & haute performance {HPLC) ont permis de mieux
connaitre ce domaine. Smith {10] a publié un important ouvrage sur
Iautoxydation du cholestérol. A ce jour, plus de 60 oxystérols ont été
identifiés tant dans des milieux naturels comme le plasma sanguin, les
extraits de tissu animaux et les denrées alimentaires que dans les sys-
témes modgles. s sont caractérisés par un ou plusieurs atomes d'oxy-
gene sur fa molécule de cholestérol en formant des alcools primaires,
secondaires ou tertiaires, des hydroperoxydes, des aldéhydes, des
cétones, des époxydes et des endoperoxydes. La figure T montre les
positions ol ("oxygéne attaque le cholestérol [11]. Les composés pré-
dominants sont ceux issus de I'oxydation du cycle B, la double liaison
favorisant les attaques en position allylique et I'époxydation. Les pro-
duits formés sont le 7o-hydroxycholestérol, le 7B-hydroxycholestérol,
le 7-cétacholestérol, le cholesta-3,5-diéne-7-one et le 3B,5a,6p-choles-
tanetriol [10]. Lorsque le cholestérol se trouve sous forme cristalline,
son état d’agrégation est tel que I'empilement des molécules protége
les cycles d’une éventuelle oxydation, laissant en revanche la chaine ali-
phatique latérale exposée a F'oxydation [12]. Les carbones tertiaires
situés en position 20 et 25 sont alors oxydés et forment ainsi le 20q-
hydroxycholestérol (cholest-5-éne-3B,20u-diol) et le 25-hydroxycholes-
térol (cholest-5-éne-3f,25-diol) (figure 1),

L'importance biclogique des oxystérols, leurs effets cytotoxiques et
mutagenes ainsi que leur réle probable dans Finitiation de I"athéro-
sclérose, expliquent Fintérét de "étude de leur mécanisme de forma-
tion [13]. Cette étude in vivo est complexe & cause de la formation pos-
sible d'oxystérols durant les procédés d'extraction [14].

Le present article passe en revue les principaux mécanismes de Voxyda-
tion du cholestérol, en particulier le mécanisme d’autoxydation (pro-
cessus majeur rencontré dans les denrées alimentaires) et, plus brigve-

ment, les mécanismes enzymatiques. Il évoque également le rdle pos-
sible des autres composés lipidigues sur fa formation des oxystérals. Le
terme d'oxystérols désignera exclusivement les produits d'oxydation
du cholestérol.

Mécanisme d’autoxydation des lipides

L'autoxydation des lipides est un processus radicalaire de réactions en
chaine comprenant trois étapes : I'initiation, la propagation et la termi-
naison [15] (figure 2).

Certains agents tels que les initiateurs impliqués dans la phase initiale
de V'autoxydation sont encore assez mal connus. Le terme « autoxyda-
tion » implique théoriquement une initiation propre du substrat sans
influence extérieure, mais il est évident que des agents externes inter-
viennent. Un radical généré par photolyse ou irradiation & haute éner-
gie, un radical obtenu par décomposition d'un hydroperoxyde ou un
métal de transition peut déclencher I'abstraction d'un hydrogéne pour
former un radical alkyle [16).

Le processus d'initiation de I'autoxydation dun lipide insaturé peut
étre subdivisé en deux types de réactions; celies impliquant le substrat
RH {lipide insaturé) et celles entrainant la décomposition du produit
ROOH (hydroperoxyde). D'aprés Chan [16], le processus le plus pro-
bable d'initiation impliquerait la participation d’un ion métallique
comme catalyseur de ces deux types de réactions {figure 3). La réaction
avec RH (Eq. 7) est trés importante en début de réaction, lorsque Fon
n'a pas ou que trés peu de ROOH. L'impartance de cette réaction
dépend de I'énergie de dissociation de R-H. Pour le linoléate de
méthyle par exemple, ce processus (Eq. 7) a été estimé par Heaton et
Uri [17] comme étant exothermique. Avec la formation de ROOH, les
réactions (Eg. 8 et 9} d'initiation de nouvelles chaines de réactions
prennent de l'importance. Le processus « d’autocatalyse » s'installe
alors.

Les réactions décrites par les £q. 2 et 3 forment la base du processus de
réactions en chaine. [l y a formation de radicaux peroxyles, qui réagis-
sent et forment a leur tour des hydroperoxydes et de nouveaux radi-
caux relancant ainsi les cycles de propagation. La premiére réaction
d'oxygénation (Eq. 2) est extrémement rapide, avec une énergie d'acti-
vation proche de zéro, La deuxiéme (Eq. 3) posséde une énergie d'acti-
vation qui dépend de I"énergie de dissociation de la liaison R-H. La faci-
lité d'abstraction d’un hydrogéne du composé lipidique RH va détermi-
ner en fait la vitesse de I'autoxydation, elle-méme dépendante du
degré d'insaturation des composés. Les cinétiques de I'oxydation des
acides stéarigue, oléique, linoléique et linolénique sont dans le méme
rapport que les nombres 1, 100, 1200 et 2500 [18].

Lorsque deux radicaux se combinent et forment des composés stables,
la chaine de propagation s'arréte par ce qu’on appelle une réaction de

Figure 2. Une autoxydation suit un mécanisme radicalaire de réactions en chaine,

Eg. 1 |

Initiation RH + Xe - Re +XH
Propagation Re + Oy - ROOQe Eg. 2
’_'ROO' +RH —> Re + ROOH Eq.3 ‘
—
Terminaison Re + Re - RR Eq. 4
ROQe +ROO* - O, + ROOH Eq. 5
- ROOR Eq. 6

I ROCe + Re
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Figure 3. Processus d'initiation d’une autoxydation catalysée par un ion
métallique.

]

RH + M D) = Re +H+ +Mn Eq.7 .
ROCH  +Mn — RO +OH + M) Eq. 8

ROOH  + Min+D) - ROOs +H* +Mn Eq. 9 |

e -

terminaison (Eq 4-6). Ce type de réaction se produit en fait aprés une
série de réactions intermédiaires telles que réarrangement intramolécu-
laire, élimination, addition ou déplacement [19]. Les produits stables
finalement formés sont en général des aldéhydes, des alcools et des
hydrocarbures.

Autoxydation du cholestérol

L'autoxydation du cholestérol suit un processus radicalaire de réactions
en chaine identique aux autres lipides insaturés [10]. La résonance
paramagnétique électronique I'a mis en évidence en identifiant, lors
d’une irradiation du cholestérol, le radical libre situé sur le carbone C7
(le radical 3p-hydroxycholest-5-gne-7-yl), le radical situé sur le carbone
tertiaire C25 (le radical 3f-hydroxycholest-5-&ne-25-yl) et en présence
d'oxygéne des radicaux peroxyles [20],

Deux voies distinctes d’autoxydation apparaissent pour le cholestérol
{figure 4) [21] : un processus majeur avec la formation d’un hydro-
peroxyde (Eq. 10) et un processus mineur avec une déhydrogénation
de la fonction alcool du cholestérol (Eq. 11).

Figure 4. Deux processus d’autoxydation d'un stérof [21].

ROOH
RC=0+ H202

RH + 0 -
RCH(OH}

Eq. 10

G Eq. 11

Le processus majeur correspond & la réaction du radical 3f-hydroxycho-
lest-5-&ne-7-yl avec I'oxygéne triplet (figure 5). Le radical C7 peroxyl est
formé puis, par Fabstraction d’un hydrogéne (provenant par exemple du
cholestéral), il est transformé en 7a- et 7-hydroxyperoxycholestérol.
Ces deux hydroperoxydes sont les premiéres substances que I'on a pu
identifier lors de I'autoxydation du cholestérol. Elles sont formées simul-
tanément, mais le 7B-hydroperoxyde, quasi équatorial, est prédominant,
car plus stable thermodynamiquement [22). Elles sont ensuite réduites
en leurs alcools correspondants (les 7o- et 7B-hydroxycholestérol) et en
7-cétocholestérol [23]. Ce dernier composé peut étre & son tour dégradé
thermiquement en cholesta-3,5-diéne-7-one [24].

La réaction du radical C25 (3f-hydroxycholest-5-gne-25-yl} avec F'oxy-
géne triplet forme selon le méme mécanisme le radical 3p-hydroxy-
cholest-5-2ne-25-peroxyl qui est ensuite transformé par I'abstraction
d’un hydrogéne en 25-hydroperoxycholestérol. Ce demier composé se
dégrade thermiquement en 25-hydroxycholestérol comme produit

*La molécule de cholestérol étant asymétrique, la position C25 est un centre
prochiral qui différencie stéréochimiquement les groupes méthyles C26 et C27.
La nomenclature exacte des hydroperoxydes correspondants est par consé-
quent : le (25R)- et le (255)-26-hydroperoxyde (oxydation en C27 et C26
respectivement) [25].

majeur. D’autres hydroperoxydes de la chaine latérale tels que les 20e-
et 20B-, 240 et 24p-, 26a- et 26@-hydroperoxydes™ ont &té mis en évi-
dence a partir de cholestérol vieux et fortement oxydé & Fair [23]. Ces
composés ont en outre la particularité de se décomposer par une scis-
sion fp d’une liaison carbone-carbone de la chaine latérale et d’engen-
drer des substances volatiles en Cp-Cy et des stérols en Cyp-Cyy. Au
nombre des premiers cités, I'acétone et I'acide acétique en sont les
substances dominantes [10].

Comme processus d’autoxydation mineur, la fonction alcool du cho-
lestérol peut étre déhydrogénée selon un mécanisme qui impliquerait
la formation initiale d’un radical en C3 suivie d'une réaction avec I'oxy-
gene triplet pour former le radical 3-hydroxy-3-peroxyl. Ce demier se
transforme ensuite par élimination de peraxyde d'hydrogéne en cho-
lest-5-2ne-3-one, un autre produit minoritaire de "autoxydation du
cholestérol. Cette cétone isomérise alors facilement pour former le
cholest-4-gne-3-one, composé plus stable [ 3% .3

Les 5a,60- et 5p,6p-époxycholestérols (5,60~ et 5,6B-époxy-5a-choles-
tane-3p-ol) ont aussi 6t identifiés dans du cholestérol vieux et oxydé a
I'air, mais leur mécanisme de formation est plus complexe. I! semble-
rait en effet que les 5,6-8poxydes ne soient pas seulement formés par
la réaction du cholestérol avec 30,, mais surtout avec différentes
espices d'oxygine actif telles que le peroxyde d’hydrogéne, un stérol
hydroperoxyde et I'ozone [27). Les 5,6-époxydes présentent des
degrés de stabilité différents suivant le milieu et le pH considérés
[28,29). ils peuvent &tre 3 leur tour hydrolysés en 3,50, 6f-cholestane-
triol, considéré comme particuligrement toxique.

Oxydation du cholestérol impliquant d’autres
especes d’oxygene actif

Les espéces d’oxygéne actif impliquées dans 'initiation de Fautoxy-
dation du cholestérol ou d'autres oxydations peuvent étre monoato-
mique, diatomique ou triatomique (tableau). Elles incluent I'état fon-
damental de I'oxygéne moléculaire (triplet : 30,), I'oxyaéne molécu-
laire électroniquement excité (singulet : 10), le radical anion super-
oxyde O,~, le cation dioxygéne O,*, les peroxydes (H,0,, HOQ",
0,2, le radical hydroxyle HO® et 'ozone Oj. Le cation dioxygéne
0,* est absent des systémes biologiques. Le radical anion superoxyde
0,~ ne semble pas réagir avec le cholestérol [30], mais dismute en
générant du peroxyde d’hydrogéne qui peut a son tour former le
radical hydroxyle HO", soit deux espéces oxydantes pour le cholesté-
rol [23].

L'ozone

L'ozone, O, est un oxydant trés actif présent dans 'atmosphére. Il oxyde
le cholestéro! soit par AS-scission, c'est-3-dire par scission de la double liai-
son et formation d’ozonides ou de peroxyacétals selon le milieu réaction-
nel, soit par AS-époxydation [31,32]. Comme pour une autoxydation du
cholestérol, ce deuxiéme mécanisme produit les So,60- et 5p,6B-époxy-
cholestérols, 'épimere [§ y étant prédominant. Cependant, seuls ces deux
composés ont pu &tre mis en évidence dans les tissus animaux [23].

L'oxygeéne singulet

L'oxygéne singulet, 10,, peut &tre généré chimiquement, enzymati-
quement, par décharge électrique ou par décomposition d’hydro-




Figure 5. Autoxydation du cholestérol en position allylique.
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peroxydes. Sa formation par voie photochimique est dominante,
notamment dans des systémes alimentaires contenant des photosensi-
bilisateurs tels que la riboflavine, la chlorophylle ou hématoporphy-
rine [33,34].

L'oxygéne singulet réagit avec la double lisison A5,6 du cholestérol
selon un mécanisme concerté de type « &ne » (figure 6). Le 5u-
hydroperoxycholestérol est le produit formé majoritairement par abs-
traction stéréospécifique de I'hydrogéne en position 7a. Les 60- et
6B-hydroperoxycholestérols sont les produits formés minoritairement
par I'abstraction des I'hydrogénes axial 4] et equatorral 4o Aucune
épimérisation des 6- -hydroperoxycholestérols n'a été observée lors
d'expériences de controle [22]. Etant donné la spécificité de sa for-
mation, le 5a-hydroperoxyde est considéré comme un marqueur de
la présence d'oxygéne singulet dans des systtmes contenant du cho-
lestérol [10,35]. Il peut cependant subir un réarrangement allylique
pour former I'isomére 7o-hydroperoxyde, rendant ainsi plus difficile
linterprétation d'un mécanisme de photooxydation ou d'autoxyda-
tion radicalaire [36]. Cette transformation évoque un réarrangement
sigmatropique (1;3) avec le radical Sa-peroxyle et le radical 7a-per-
oxyle comme intermédiaires [37,38). Ce réarrangement est trés diffé-
rent de I"épimérisation du 7o-hydroxycholestérol en 7B-hydroxycho-
lestérol qui suggére plutdt une dissociation de I‘oxygene du stérol
(23).

Le peroxyde d'hydrogéne

La réaction du peroxyde d’hydrogéne, H,0,, avec le cholestérol
génére le mélange des 5,6-époxycholestérols épimeres avec la
forme 50,6p-époxyde prédominante. Le peroxyde d’hydrogéne
n’est pas seulement actif en tant que tel dans I'oxydation du cho-
lestérol, mais peut se dismuter et générer des oxygénes triplet et
singulet et former des radicaux hydroxyles par homolyse de |a liai-
son peroxyde (réaction catalysée par des ions métalliques). Ces
espéces d'oxygéne sont elles aussi oxydantes pour le cholestérol
[39].

Le radicaf hydroxyle

Le radical hydroxyle, HO®, peut se former soit par radiolyse de
I'eau, soit par réaction du peroxyde d’hydrogéne en présence d'un
ion métallique (réaction d'Haber-Weiss). Les oxystérols formés par
irradiation ¥y résulteraient d’un mécanisme impliquant le radical
hydroxyle [40]. Dans des systémes organiques ou aqueux, le radical
hydroxyle oxyde le cholestérol pour former le 7-cétocholestérol, les
70- et 7B-hydroxycholestérols par abstraction de I'hydrogéne en




Tableau, Principaux produits d’oxydation du cholestérol formés par diverses especes d’oxygéne actif [10].

Espéces d'oxygéne actif pour I'oxydation du cholestérod

Produits initiaux d'oxydation

Produits secondaires d’oxydation

Ozone (Os)

|
!
|
i
|

Oxygene triplet (30,)

| Oxygéne singulet (105

| Peroxyde d’hydrogéne (H,0,)
(également source "0, 30; et de HO®)

Radical hydroxyle (HO®)

ozonides
peroxyacétals

S0, 60- et 5B, 6f-époxycholestérol

3B,5¢,6p-cholestanetriol

7u- et 7B-hydroperoxycholestérol
20a- et 20p-hydroperoxycholestérol
240~ et 24f-hydroperoxycholestérol
26a- et 26B-hydroperoxycholestérot
50,60- et 5f, 63~ époxycholestérol

cholest-5-&ne-3-one

So-hydroperaxycholestérol
60:- et 6f-hydroperoxycholestérol

Sa,60- et 5B,6B-&poxycholestérol

50,60- et 5P, 6p—€poxycholestérof
7o et 7p-hydroxycholestérol

7-cétocholestérol

Radicaux peroxyle et alkoxyle

(ROO®, RO®)

dérivés So,6a- et 50, 6p-Epoxy-
7o-hydroxy-, 78-hydroxy- et 7-ox0-

7a- et 7B-hydroxycholestérol
7-cétacholestérol
cholesta-3,5-diéne-7-one
cholesta-2,4,6-trigne

200- et 208-hydrooxycholestérol
240¢- et 24p-hydrooxycholestérol*
24-cétocholestérol
25-hydroxycholestérol

264 et 26p-hydroxycholestérol
3p,50,6B-cholestanetriol

cholest-4-éne-3-one

7o-hydroperoxy- et 7a-hydroxy-cholestérol
3f-hydroxycholest-4-éne-6-one
cholest-4-&ne-3,6-dione
5o-cholestane-3,6-dione

6o- et 6f-hydroxycholestérol
cholesta-2,4,6-triéne

3P, 50, 6f—cholestanetriol

3B, 50, 6f-cholestanetriol

* Composés obtenus par réduction et non par dégradation thermique.
p par deg q

position C7, ainsi que les 5,6-époxycholestérols et le 3p,50,6p-cho-
lestanetriol par addition radicalaire. Tous ces composés ont été
identifiés lors d'une radiclyse d’une dispersion aqueuse de cholesté-
rol saturée en dioxyde d'azote. L'absence de formation d’hydro-
peroxydes semble prouver une attaque par le radical hydroxyle
[41].

Les radicaux peroxyle et alkoxyle

L'étude de l'oxydation directe du cholestérol par des radicaux per-
oxyle et alkoxyle (ROO®, RO®) est d'un grand intérét pour com-
prendre les mécanismes impliqués dans des oxydations biologiques
catalysées par des ions métalliques, notamment les peroxydations
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Figure 6. Oxydation du cholestérol par Foxygéne singulet (photo-oxydation).
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lipidiques. Une série d’études modzles portant sur les réactions de
I'acétate de cholestérol avec divers hydroperoxydes (tertiobutylhy-
droperoxyde, hydroperoxydes de I'acide oléique et de [I'acide lino-
léique) en présence de fer (ill) chélaté, a montré fa formation du 3f-
acétoxycholest-5-gne-7-one, des 3-acétoxycholest-5-gne-7-ols et des
3B-acétoxy-5,6-époxycholestanes. Cette réaction semblerait étre
dominée par un processus radicalaire ot les radicaux peroxyles et
atkoxyles seraient les espéces attaquantes [42-44], La stéréosélectivité
B de Vépoxydation observée serait en outre en accord avec celle ren-
contrée dans le systéme microsomal NADPH dépendant des lipides
chez le rat [45].

Oxydations enzymatiques du cholestérol
Introduction

L'identification des oxystérols provenant des tissus ainsi que la
connaissance de leur origine et de leurs fonctions physiologiques
sont trés complexes, Certains oxystérols ont une origine métabo-
lique connue, mais pour d‘autres, leur origine reste obscure. Des
métabolismes endogénes, une peraxydation lipidique, une autoxy-
dation, un apport par I'alimentation, une oxydation photochimique
(par exemple une photo-oxydation du cholestérol de la peau expo-
sée a la lumigre et a l'air [46]) peuvent étre sources d’oxystérols
dans les systémes vivants. Les oxystérols peuvent également étre
générés par des oxydants xénobiotiques (par exemple I'oxydation
du cholestérol dans ies poumons sous I'effet d’oxydants présents
dans Fair inspiré [47,48]. lls peuvent également &tre formés par
autoxydation dans des échantillons biciogiques post-mortem. La
formation artefactuelle d’oxystérols dans de tels échantillons peut
en effet &tre une source derreur considérable [10). L'analyse immé-
diate de 7-cétocholestérol dans du sang frais a indiqué par exemple
une teneur de 24 ng/ml, alors que le méme sang conservé une
heure & température ambiante, sans ajout d’antioxydant, en conte-
nait déja 63 ng/ml [49). Il est par conséquent trés difficile d'étudier
les mécanismes impliqués in vivo.

Meétabolisme endogene

Le cholestérol est un composé indispensable & notre organisme. Il est
présent dans nos membranes cellulaires et a pour fonction d‘assurer leur
stabilité, leur fluidité et leur fonction. Le cholestérol sert de précurseur
aux biosynthéses hépatique des acides biliaires et endocrine des hor-
mones stéroidiennes. Il est donc exposé in vivo 3 de nombreuses transfor-
mations. Une oxydation enzymatique par les oxydases a fonctions mixtes
dépendantes du cytochrome P-450 a lieu par exemple lors de telles bio-
synthéses. Plusieurs oxystérols en sont dérivés, en particulier, le 7., le
25- et le 26-hydroxycholestérol lors de la biosynthése hépatique de
Iacide biliaire. Le (243)-cholest-5-&ne,3B,24-diol qui semble &tre formé
dans le tissu nerveux central jouerait aussi un réle dans la biosynthése des
acides bilfaires. Le 200- et le 22-hydroxycholestérol sont irmpliqués dans
la biosynthése des hormones stéroidiennes [23].

Peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique du cholestérol suit un mécanisme radicalaire
semblable & celui d'une autoxydation, mais I'étape initiale de cette réac-
tion est associée a un processus enzymatique comparable aux processus
mis en évidence in vitro. Trois systémes enzymatiques ont été &tudiés in
vitro: |a lipoxygénase du soja, la peroxydase du raifort et le systéme
microsomal NADPH dépendant des lipides chez le rat. Dans ces trois
exemples, I'oxydation du cholestérol est couplée 3 'oxygénation d'esters
dacides gras polyinsaturés par la lipoxygénase du soja, 4 la réduction du
peroxyde d’hydrogene catalysée par la peroxydase du raifort et a I'oxy-
dation du NADPH par le systéme microsomal NADPH dépendant des
lipides dans le foie du rat. Des 7-hydroperoxydes épiméres sont d'abord
formés, puis transformés en 7o-hydroxycholestérol, 7-hydroxycholesté-
rol et 7-cétocholestérol [50]. On a observé une époxydation du cholesté-
rol par {'intermédiaire d’une peroxydation lipidique de microsomes en
présence d'un complexe Fe(ill)-ADP et de NADPH. Les substances pro-
duites sont les 50,60 et 5f,6p-époxycholestérol [51-54].

La présence, dans du plasma ou du sérum humain frais, d'oxystérols
non impliqués dans le métabolisme du cholestérol tels que le 7p-
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hydroxycholestérol, le 7-cétocholestérol et le 5p,6f-époxycholestérol
[55-57] de méme que celle des 7B-hydroxycholestérol et 7-cétocholes-
térol sous la forme d'esters d'acides gras et d'un hydroperoxyde de
cholestérol 3p-linoléate rendent possible 'hypothése d’une peroxyda-
tion lipidique du cholestérol in vivo [58].

Oxydation des esters du cholestérol

Dans les denrées alimentaires, le cholestérol est présent en majeure
partie sous forme libre. Dans les ceufs ou les produits laitiers, le choles-
térol estérifié ne représente qu’environ 10 & 15 % du cholestérol total
{59,60). Dans le poisson, cette proportion peut atteindre 35-38 % [61].
Dans le sang, le cholestérol, transporté par les lipoprotéines de basse et
haute densité {LDL, HDL), est en revanche estérifié & raison de 80%
environ [62]. L'influence de la partie ester d'acides gras sur I'oxydation
du cholestérol 2 donc été étudiée dans des études modeéles.

Korahani et al. [63] ont étudié I'autoxydation des esters du cholestérol
a Iétat solide et en dispersion aqueuse. Des études de cinétique ont
montré que la vitesse de l'oxydation de la partie cholestéryle, a Fétat
solide et en présence de peroxyde de benzoyle, augmente proportion-
nellement avec le degré d'insaturation des esters, mais qu’aprés plu-
sieurs heures de réaction, la fraction cholestéryle oxydée devient plus
importante pour les esters saturés que non saturés. Au début, I'effet
accélérateur des esters insaturés est dd, probablement, d‘une part, a la
formation de peroxydes initiateurs et d'autre part & une réaction intra-
moléculaire d’autoxydation entre Vester insaturé et la partie cholesté-
ryte. Aprés plusieurs heures de réaction, la chaine acyle insaturée
semble se rompre et ne plus accélérer |'autoxydation. On observe une
grande différence entre I'oxydation du cholestérol (libre) 3 I'état solide
et celle de sa forme estérifiée avec une chaine stéarique ou oléique.
Aprés quatre jours de réaction, seuls 3% du cholestércl libre sont oxy-
dés contre 95% pour ses deux esters. Dans une dispersion micellaire,
cette différence est moins significative, le cholestérol libre s'oxydant
aussi bien que le linoléate de cholestérol et méme mieux que ses esters
d'oléate et de stéarate. Dans un tel milieu, les chaines stéarique et
oléique semblent au contraire protéger, par leur caractére apolaire, la
partie cholestéryle d’une attaque par un oxydant.

D'autres études effectuées a 85°C dans des suspensions aqueuses
aérées ont montré Vinfluence de Vinsaturation des chaines acyles sur
{‘autoxydation des esters de cholestérol [64,65]. Aprés quatre heures
de réaction, 55% du cholestérol libre sont oxydés, I'oléate de cholesté-
rol reste stable, alors que 20% d’arachidonate, 50% du linolénate et
75% du linoléate de cholestérol sont oxydés. La stabilité des esters de
cholestérol semble donc augmenter avec I'insaturation de la chaine
acyle. Norcia et Mahadevan [65] expliquent cette stabilité par intro-
duction d'atomes d'oxygéne dans la chaine acyle insaturée, qui change
ainsi l'organisation et I'erientation des molécules d'un tel systéme col-
loidal.

Influence des lipides sur I'oxydation
du cholestérol non estérifié

Linfluence des mitieux lipidiques sur i'oxydation du cholestérol a été
étudiée dans des systémes modeles. La présence de triglycérides, accé-
lére I'oxydation du cholestérol & 130°C [66]. Pendant les dix premiéres
heures de réaction, la trioléine semble avoir un plus grand pouvoir
accélérateur que la tristéarine, la graisse du fait ou la trilinoléine, en

dépit de la plus grande instabilité de cette derniére face a V'oxydation
en général. Lors d'études similaires, Osada et af. [67] ont observé que
le cholestérol pur chauffé 24 heures & 100°C nie produit aucun oxysté-
rol, alors qu'avec des graisses saturées telles que a tristéarine ou le suif
de beeuf, on constate une faible oxydation, En présence d'huiles de sar-
dine ou de carthame, fa production d'oxystérols atteint son maximum
(3 pg d'oxystérols | mg de cholestérol) aprés 6 heures, puis diminue,
les oxystérols formés étant décomposés. Lorsque la matrice contient
des huiles de soja, de lin ou de tricléine, une oxydation maximale est
atteinte au bout de 12 heures (3,3 pg d’oxystérols / mg de cholestérol)
pour diminuer par la suite.

Le stockage de cholestérol pur & I'air sec, a 25 °C pendant 104 jours, et
de cholestérol en présence de triglycérides de poisson purifiés ou de
trioléine a montré que seul le mélange contenant les triglycérides
d'huile de poisson s'était oxydé [68]. Aprés 24 jours de stockage déja,
on a pu détecter du 7-cétacholestérol, du 7B-hydroxycholestérol et des
5,6-époxycholestérol épimeres. Des études récentes ont également mis
en évidence la présence d'importantes quantités d'oxystérols dans
divers poissons aprés séchage a 'air, fumage ou mise en conserve [67-
69]. Cette oxydation du cholestérol peut s’expliquer par Vinfluence de
certains acides gras polyinsaturés (PUFAs) abondants dans le poisson
de mer. Certains PUFAs relativement instables comme les acides arachi-
donique (20:4,n-6), eicosapentaénoigue (20:5,n-3) et docosahexaé-
noique (22:6,n-3) s'oxydent en effet rapidement. Les radicaux produits
lors de ['oxydation de ces PUFAs agissent comme accélérateurs de
I'oxydation du cholestérol [68]. L'abaissement du degré d'insaturation
des triglycérides d’huile de poisson (par hydrogénation) accroit la
période d'induction de l'oxydation du cholestérol. Mais aprés cette
période, la vitesse d’accumulation des oxystérols est la méme pour
I'huile de poisson hydrogénée ou non hydrogénée. La susceptibilité du
cholestérol & I'autoxydation semble donc rester inchangée, seule la
période d'induction étant influencée {70].

Si linfluence des lipides et de leur degré d'insaturation sur I'oxydation
du cholestérol a été clairement démontrée, elle est cependant parfois
difficile a interpréter. Au nombre des explications avancées, on peut
mentionner celle de I'influence des lipides sur le point de fusion du
cholestérol, celui-ci pouvant s'oxyder plus rapiderment a I'état liquide
[66]. Une action antioxydante exercée par certains produits de décom-
position, de méme gqu‘une inhibition physique causée par certains
composés formés (par exemple des polyméres) agissant comme bar-
rigre et diminuant la mobilité des molécules réactives ou de leur combi-
naison avec I'oxygene ont également été suggérées [66).

Conclusion

Comme |'a montré ce travail, de nombreux produits d’oxydation du
cholestérol sont formés in vivo aussi bien par des réactions enzyma-
tiques que non enzymatiques. Certaines réactions enzymatiques pro-
duisent des « oxystérols métabolites » qui ont des fonctions physiolo-
giques, mais la formation des oxystérols en général par autoxydation
etfou peroxydation lipidique n'a toujours pas de finalité connue. On
pourrait citer néanmoins fe rdle physiologique des oxystérols, et en
particulier celui du 26-hydroxycholestérol dans I'inhibition de la HMG-
CoA réductase [71]. En raison des risques potentiels de tels composés
pour l'organisme, il est important d’élucider et de différencier ces
mécanismes de formation ainsi que de déterminer la contribution
exacte des oxystérols d'origine alimentaire. Des effets mutagénes et
cytotoxiques ont été démontrés in vitro [13]. Plusieurs études ont éga-
lement impligué les oxystérols, en particulier le 25-hydroxycholestérol
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et le cholestanetriol, plutét que leur précurseur, le cholestérol, dans la
formation de Iésions athéromateuses [72,73]. L'oxydation des lipides
au sein des lipoprotéines de basse densité (LDL), c’est-3-dire Foxyda-
tion des PUFAs des phospholipides et du cholestérol qu'elles contien-
nent, semble jouer un réle important dans Finitiation de I"athéro-
sclérose. Ces LDL modifiées oxydativement ont montré également des
effets cytotoxiques ol les oxystérols pourraient d'ailleurs étre mis en
cause. L'oxydation des lipides au sein des lipoprotéines est donc parti-
culierement étudiée de méme que I'utilisation in vivo d"antioxydants
tels que ia vitamine E [74].

Dans les denrées alimentaires, fes produits d’oxydation du cholestérol
sont formés essentiellement par des réactions non enzymatiques
induites par certains procédés de fabrication des aliments (par exemple
le séchage de laits en poudre et de poudres d'ceuf), par leur stockage 2
Fair, par leur exposition a la lumiére ou a une irradiation, ainsi que par
leur utilisation domestique (échauffement important des graisses ani-
males, friture, etc.). Dans ce domaine, les poudres d’ceuf semblent par-
ticuligrement sensibles & une oxydation du cholestérol, en raison de
leur forte teneur en ce constituant et de la présence de fer et de
graisses insaturées [75]. D'importantes quantités d'oxystérols ont été
déterminées dans du suif fortement chauffé [76]. Certaines viandes
(lyophilisées ou apres friture), des poissons séchés ou fumés et des pro-
duits laitiers riches en corps gras (beurre, parmesan, poudre de lait,
ghee) peuvent également contenir des quantités non négligeables
d'oxystérols [67, 75].

Divers antioxydants connus pour leurs propriétés inhibitrices durant
Foxydation des acides gras insaturés ont également été testés pour
ralentir 'oxydation du cholestéral, Dans une étude modéle, I'oléorésine
du romarin, la quercétine, la myricétine et le butylhydroxyanisole
(BHA) n'ont pas montré de propriétés antioxydantes. En revanche, les
tocophérols (notamment sous formes ¥ et §) se sont révélés plus effi-
caces, sans toutefois présenter des effets de synergie [77]. L'ajout de
palmitate d’ascorbyle et de dl-a-tocophérol dans du suif chauffé 3
135°C a montré un effet inhibiteur durant les 70 premigres heures du
traitement [78]. Yan et White {79] ont également étudié I'effet de
divers antioxydants durant I'échauffement du saindoux, Le palmitate
d'ascorbyle, le butylhydroxyanisole de méme qu‘'un mélange de toco-
phérols semblent également inhiber la formation des oxystérols durant
le stockage de poudre de jaune d'ceuf {80).

A défaut de pouvoir intervenir de fagon plus directe (par exemple par
d'éventuels ajouts d‘antioxydants naturels), une connaissance plus
approfondie des conditions de formation des oxystérols dans les den-
rées alimentaires devrait donc permettre une meilleure prévention.
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