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Abstract: Different biomarkers related to lipid peroxidation are available to assess an oxidative stress.
They are more or less specific and sensitive. For instance malondialdehyde (MDA) or conjugated diene
are easily measured in different matrix. Their measurements provide only a rough indication assessing an
oxidative stress. But sometimes information is wrong due to artefacts. Some markers such as isoprosta-
nes are specific of arachidonic acid only, and they require expensive equipment such as GC-MS/MS. They
are mainly dedicated to clinical investigation. We present here new markers of oxidative stress which
allow to discriminate between the oxidation of polyunsaturated fatty acid families. They are 4-hydroxy-
nonenal (4-HNE) and 4-hydroxy-hexenal (4-HHE) which represent the peroxidation of the n-6 and n-3
polyunsaturated fatty acids, respectively and 4-hydroxy-dodecadienal (4-HDDE) which derives from the
breakdown of 12-HpETE and mainly reflects the 12 lipoxygenation of arachidonic acid. Those markers
can be easily measured with a high sensitivity by GC-MS in plasma. Their urinary carboxylic oxidized
end-products, namely 4-HNA, 4-HHA and 4-HDDA may also be measured by GC-MS. The choice
between these different biomarkers is not easy. It depends on which information is required.
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Introduction

Le stress oxydant résulte d’un déséquilibre
entre d’une part les molécules pro-oxydantes
et en particulier les espèces radicalaires réacti-
ves dérivées de l’oxygène telles que le radical
hydoxyle OH. ou l’anion superoxyde : O2

-. et
d’autre part les espèces antioxydantes repré-
sentées par :
i) les enzymes : catalase, superoxyde dismu-
tase, glutathion peroxydase ;
ii) les vitamines E et C ;
iii) divers antioxydants : caroténoïdes (bêtaca-

rotène, lycopène, etc.), les polyphénols...
La peroxydation lipidique est une conséquence
du stress oxydant et aussi un relais pour sa
propagation. Le mécanisme requiert un acide
gras polyinsaturé avec au moins un motif 1,4-
cis-pentadiène. Ainsi l’acide arachidonique
(20 :4n-6) représenté à la figure 1 comporte
trois de ces structures dont une est représentée
en gris.
La première étape appelée phase d’initiation
consiste en l’abstraction d’un radical hydro-
gène porté par un carbone bisallylique appar-
tenant à cette structure 1,4-cis-pentadiène. Elle
conduit à la formation d’un radical alkyle L.. Les
étapes ultérieures sont des étapes de propaga-
tion. Ainsi, le radical alkyle peut réagir avec un
autre acide gras polyinsaturé LH pour donner
un autre radical alkyle qui se réarrange en
formant un diène conjugué et un autre radical
alkyle L.. L’attaque de ce radical par une molé-
cule d’oxygène conduit à la formation d’un
radical peroxyle LOO.. Ce dernier va à son tour
réagir avec un autre acide gras polyinsaturé

pour former un hydroperoxyde d’acide gras et
un autre radical alkyle.

Les hydroperoxydes formés sont toxiques pour
les cellules. Ils sont normalement réduits par
une glutathion peroxydase en acides gras
monohydroxylés. Cependant, l’activité de
cette enzyme est diminuée dans le vieillisse-
ment et dans le diabète par exemple [1, 2]. Il en
résulte un accroissement de la durée de vie de
ces hydroperoxydes qui sont instables et se

dégradent en de nombreux produits tels que
les alcanes, les aldéhydes, etc.

Les différents marqueurs
de la peroxydation lipidique

Ils existent de nombreux marqueurs de la
peroxydation lipidique.
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Figure 1. Schéma décrivant le mécanisme de peroxydation de l’acide arachidonique.
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Les diènes conjugués

Ils sont facilement mesurables à k 234 nm. Leur
détection, peu spécifique et peu sensible, a
surtout une valeur indicative mais présente
l’avantage d’une détermination cinétique.

Le dialdéhyde malonique (MDA)

C’est sans doute le plus connu et celui qui a été
le plus utilisé. Il résulte de la dégradation des
hydroperoxydes formés au cours de la peroxy-
dation des acides gras polyinsaturés. Cepen-
dant, il peut aussi être formé lors de l’activation
de la voie de la cyclo-oxygénase. De plus, sa
formation n’est pas spécifique des lipides. Il
peut aussi apparaître lors de l’interaction du
radical hydroxyle avec la vitamine C ou avec le
désoxyglucose. Il peut être mesuré directe-
ment par GC-MS mais plus généralement
détecté après sa dérivation sous la forme d’un
complexe avec l’acide thiobarbiturique ou avec
l’acide diéthylthiobarbiturique. Ce complexe
est séparé par HPLC et détecté en UV ou par
fluorimétrie. On peut le mesurer aussi bien
dans les fluides (urine, sérum) que dans les
cellules ou les tissus. À titre d’exemple, la
figure 2 montre un profil HPLC du complexe
MDA-DETBA isolé à partir d’urine.

La mesure des complexes MDA-TBA ou MDA-
DETBA est facile à mettre en œuvre. Elle est
relativement sensible, notamment si on utilise
la détection fluorimétrique. Elle prend en
compte la peroxydation des acides gras poly-
insaturés n-3 et n-6 possédant plus de deux
doubles liaisons mais elle manque de spécificité
à cause des multiples sources de MDA.

Les isoprostanes

Les isoprostanes F2 appartiennent à la famille
des eicosanoïdes. Ils résultent de l’oxydation de
l’acide arachidonique et sont constitués de
cinq types d’isoprostanes regroupant chacun
huit régioisomères [4] (figure 3). Le 8-épi-PGF2a

est l’isomère majoritaire. Il peut être mesuré
notamment dans les urines et est considéré
actuellement comme le marqueur de référence
de la peroxydation lipidique in vivo [5-8].

Pour être fiables ces marqueurs doivent être
mesurés par chromatographie en phase
gazeuse couplée à la spectrométrie de masse
en tandem [9]. Pour cela ils doivent être dérivés
sous forme de pentafluorobenzyl ester, et de
triméthylsilyl ether, comme cela est décrit dans
la figure 4.

Ainsi, ils peuvent être détectés avec une très
grande sensibilité (de l’ordre du pg) en utilisant
l’ionisation chimique négative.
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Figure 2. Profil HPLC typique du complexe MDA-DETBA. Détection UV à 539 nm ; colonne Nova-Pak C18 de 30
cm × 3,9 mm remplie avec des particule de 4 lm. Élution avec un gradient ; le solvant initial est un mélange
acétonitrile/eau (10 :90 ;v/v) contenant 0,1 % de triéthanolamine, puis l’acétonitrile est augmentée jusqu’à 60 % à
20 min avant un retour aux conditions initiales à 30 min.
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Figure 3. Génération des différentes familles d’isoprostanes (d’après Morrow JD et al. Anal Biochem 1990 ; 184 :
1-10).
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Figure 4. Structure du 8-épi-PGF2� dérivé sous forme de pentafluorobenzyl ester et de triméthylsilyl ether.
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Compte tenu du grand nombre d’isomères
présents, la mesure des isoprostanes n’est pas
très facile (figure 5, [9]) et nécessite, pour être
fiable, un équipement GC-MS-MS. Ces mar-
queurs ne prennent en compte que la peroxy-
dation de l’acide arachidonique. Cependant, il
est possible de mesurer de la même manière les
neuroprostanes qui dérivent de l’acide docosa-
hexaénoïque (22 :6n-3) [10, 11].

Les 4-hydroxy-alkénals

Ils dérivent comme pour le MDA de la scission
des hydroperoxydes formés au cours de la
peroxydation lipidique des PUFA selon le
schéma présenté dans la figure 6.
Ces hydroxyl-alkénals présentés dans la figure 7
ont en commun une double liaison entre les
carbones 2 et 3. Ils sont caractérisés par la
présence d’un groupement aldéhydique porté
par le carbone 1 et par un groupement
hydroxyle sur le carbone 2. Ils ne diffèrent que
par la longueur de leur chaîne carbonée et par
la présence d’une double liaison supplémen-
taire pour le 4-HDDE.

Ils peuvent être facilement mesurés par GC-MS
après dérivation sous forme de pentafluoro-
benzyl oxime et de triméthylsilyl éther [12]
(figure 8).

Les acides urinaires dérivés
des 4-hydroxyl-alkénals

Les 4-hydroxy-alkénals sont métabolisés au
niveau du foie en différents métabolites et
notamment chez l’homme en acides selon le
schéma présenté dans la figure 9.

Ces acides urinaires peuvent être mesurés par
GC-MS sous forme de dérivés pentafluoroben-
zyl et heptafluorobenzyl esters.

Un exemple de séparation de ces marqueurs
est donné figure 10.

Des résultats préliminaires montrent par exem-
ple que l’ensemble de ces marqueurs sont aug-
mentés dans les urines de patients atteints de
mucovisidose alors que seul le 4-HDDA est
augmenté dans le diabète [13] où une diminu-
tion de l’activité des glutathion peroxydases
plaquettaires a été rapportée [2].

Ainsi, il est difficile de choisir le bon marqueur.
Certains sont complémentaires, ils sont plus ou
moins spécifiques et plus ou moins faciles à
mettre en œuvre [3].
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Figure 6. Schéma montrant les mécanismes conduisant à la formation des hydroxy-alkénals à partir de la
peroxydation lipidique des acides gras polyinsaturés des séries n-6 et n-3 ainsi qu’à partir de l’acide arachidonique via
l’activation de l’enzyme 12-lypoxygénase.
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Figure 7. Structure des différents hydroxy-alkénals : 4-HHE, 4-HNE et 4-HDDE.
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Figure 8. Structure des hydroxy-alkénals dérivés sous forme de pentafluorobenzyl oxime et de triméthylsilyl éther.
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Figure 5. Exemple de séparation par GC-MS/MS d’isoprostanes dérivés sous forme de pentafluorobenzyl ester et de
triméthylsilyl éther (d’après Anal Biochem 1999 ; 272 : 209-12).
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Figure 9. Schéma montrant la formation des acides 4-HHA, 4-HNA et 4-HDDA par oxydation des hydroxy-alkénals
correspondants.
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Figure 10. Exemple de séparation des acides 4-HHA, 4-HNA, 4-HDDA extraits d’urine d’un diabétique et dérivés sous
forme de pentafluorobenzyl ester et d’heptafluorobutyryl ester et analysés par GC-MS en mode NICI. Les molécules
deutérées servent de standards internes.
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