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[RESUME]

Les complications diabétiques sont causees principalement par lI'intervention des radicaux
libres, en raison de l'activation des certaines voies comme ; le voie des polyols, voie des
hexosamines, et la glycation non enzymatique des proteines...etc., ce qui provoque la diminution
de l'activité du system antioxydant enzymatique (Gpx, GST, SOD...etc.). Dans ce contexte notre
travail a portée sur I'évaluation de I'état du défense antioxydante chez les patients ayant un
diabete équilibré dans la région de Tébessa. Il s'agit d'une étude expérimentale menée au
laboratoire sur le sang et le sérum de 60 individus, repartis en 03 lots de 20 personnes chacun,
dont le premier lot sert de témoins sains, le second sert de diabete type 1 (DID) et le dernier sert
de diabete type 2 (DNID). Un bilan biochimique complet a été réalise, ainsi que les parametres
de la défense antioxydante (GSH, GPx et GST) et un paramétre de la peroxydation lipidiques
(MDA) dans I'némolysat et le sérum. A partir de I'analyse des résultats, on a observer par rapport
aux témoins une augmentation significative dans la concentration sérique de : Glucose, HbAlc,
Cholestérol T, Triglycérides, HDL-c (DID), LDL-c, Urée, Créatinine (DNID ), Acide urique
(DNID), TGO, TGP (DID), Protéines T, Albumine, GPx (DNID), GST. Par contre on a
enregistré une diminution significative dans le taux de : l'acide urique (DID), Bilirubine D
(DNID), GPx (DID) et le GSH. Mais dans I'hémolysat on a enregistré une augmentation
significative de : GPx et MDA et une diminution significative de GSH et GST. Enfin malgré que
le diabéte soit équilibré et les parametres biochimiques restent aux normes la diminution de la
concentration de GSH sérique et érythrocytaire et I’augmentation de malonylealdéhyde (MDA)
semble constituer un signe d’alarme des complications graves qui apparaitront & moyen et long

terme chez les DID ainsi que chez les DNID.

Mots clés : Diabéte eéquilibré, Radicaux libres, Complications diabétiques, Défense

antioxydante, Peroxydation lipidique.



[SUMMURY]

Diabetic complications are caused mainly by the intervention of free radicals, due to the
activation of certain pathways as; polyols pathway, the hexosamines pathway and the non-
enzymatic glycation of the proteins, etc., which decrease the activity of the antioxidant
enzymatic system (GPx, GST, SOD, etc.). In this context, our work focused on assessing the
state of antioxidant defense in patients with good diabetes control in the region of Tebessa. It is
an experimental study carried out in the laboratory on the blood and the serum of 60 people,
divided into 03 batches of 20 persons for each, the second serves as diabetes type 1 (IDD) the
third serves as type 2 diabetes (NIDD). A complete biochemical assessment was carried out, as
well as the evaluation of antioxidant defense (GSH, GPx and GST) and a lipid peroxidation
parameter (MDA) in the hemolysis and the serum. In the one hand from the analysis of the
results, a significant increase in the serum concentration of: Glucose, HbAlc, T Cholesterol,
Triglycerides, HDL-c (IDD), LDL-c, urea, creatinine (NIDD ), uric acid (NIDD), TGO, TGP
(IDD), T proteins, albumin, GPx (NIDD), GST. On the other hand, there was a significant
decrease in the level of uric acid (IDD), D Bilirubin (NIDD), GPx (IDD) and GSH. However, in
hemolysis, there was a significant increase in: GPx and MDA and also a significant decrease in
GSH and GST. Finally, despite the fact that diabetes is balanced and the biochemical parameters
remain to the norms the decrease of the concentration of the serum and the erythrocytic GSH and
the increase of malonylealdehyde (MDA) seems to be a warning sign of the serious
complications that will appear after a while to IDDs and NIDDs.g

Key words: Balanced diabetes (Good glycemia control), Free radicals, diabetic complications,

antioxidant defense, lipids peroxidation.
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[ABREVIATIONS ET CONSTANTES]

102 : Oxygene singulet.

4-HNE : 4-hydroxy-2-nonénal.

4-HNE : trans-4-hydroxy-2-nonénal.

ADN

: Acide Désoxyribonucléique.

ADN mt : Acide Désoxy ribo Nucléique mitochondrial.

ADP :

Adeénosine Diphosphate.

AG : Acide Gras.

AGE
AGE
ALT

ATP

BHT :
BSA :

Ca?*:

CAT

: Produits de Glycation Avancée.
: Advanced Glycation End Products: ( produits de glycation avancés).
: Alanine aminotransferase.

: Adénosine Triphosphate.

Butyl hydroxy toluene.
Sérum albumine bovine.

lon Calcium.

: Catalase.

CDNB : 1-chloro, 2.4-dinitrobenzéne.

CDNB : 1-Chloro2 ,4 di nitrobenzene.

Chol-T : Cholestérol Total.

CO : Monoxyde de Carbone.

CO2 Dioxyde de carbone.

Cu : Cuivre.

Cu/Zn-SOD Superoxyde dismutase aux ions cuivre et zinc.

Cyt C : Cytochrome c.

DAG : Diacylglycerol.

DG : Déoxyguanosine.

DHAP : Dihydrooxyacétone Phosphate.

DMSO : dimethylsulfoxide.



[ABREVIATIONS ET CONSTANTES]

DO : Densité optique.

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tetra Acétique.
EPH : 'Etablissement Public Hospitalier.

FA CoA : Fatty-acyl-CoA.

Fd : Facteur de dilution.

Fe?* : Fer ferreux.

FN3K : Fructosamine 3-kinase.

GAD : Glutamic Acid Decarboxylase.

GAPDH : Glycéraldehyde-3-Phosphate-Dehydrogénase
GFAT : Glucosamine Fructose-6 Phosphate Amidotransférase.
GLUT4 : Transporteur De Glucose 4.

GPx : Glutathion peroxydase.

GSH : Glutathion.

GSSG : Glutathion forme oxydé.

GST : Glutathion S- Transférase.

H202 Peroxyde Dihydrogene.

HbALc : Hémoglobine Glyquée.

HGPO : Hyperglycémie Par Voie Oral.

HMG CoA 3-Hydroxy-3 Methylglutaryl-Coa.
HO* : Radical Hydroxyle.

IKK NFKB : IkB Kinase Nuclear Factor-Kappa.
IRS : Insulin Receptor Substrate.

LDL : Lipoprotéines De Basse Densiteé.

LOOe : Peroxyle.

LOOH : Hydroperoxide.

LPO : Lipoperoxyde.

MAPKSs : Mitogen-Activated Protein Kinases.



[ABREVIATIONS ET CONSTANTES]

MDA : Malondialdehyde.

ME : Membrane Externe.

MI : Membrane interne.

Mn : Manganese.

NADPH : Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate.
NO- : Anion Nitroxyl.

NO : Monoxyde D’azote.

NO : Nitrite Oxyde.

NO* : Nitrosium.

NOS : Especes Reactive Nitroginées.
02° : superoxyde.

02 Anion superoxyde

ONOO : Peroxynitrite.

PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor-1.
PI3K : Phosphoinositide 3 Kinase.
PKC : Protéine Kinase C.

POD : Peroxydase.

PUFAs: Poly Unsaturated Fatty Acids.
R*: espéce radical générée par Rh.

RH : Molécule Organique.

ROH Radical Hydroxyl.

ROO* : Radical Peroxyle

ROOH : Hydroperoxydes Organiques
ROS : Especes Réactives de I’Oxygéne
ROS : Réactive Oxygen Species.

Se : Sélénium.

SH : Sulfhydryles.
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SOD : Superoxyde Dismutase.

SSA : Acide Sulfosalycilique.

TBARS : Substances Réagissant Avec L’acide Thiobarbiturique.
TGF : Facteurs de Croissance.

TGF-B1 : Transforming Growth Factor Beta.

TGP : Glutamate Pyruvate Transaminases.

TK : Transkétolase.

TrxR : Thiorédoxine Réductase.

UDPGIcNac : Uridine Diphosphate N-Acétyl Glucosamine.
Vit E, D : Vitamine E, D.

VLDL : Very Low Density Lipoproteins.

Zn : Zinc.

v-GCS : y-Glutamylcysteinesynthetas.

yGT : Gamma-Glutamyl-Transpeptidase.
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[INTRODUCTION]

L'OMS a considéré le diabéte comme une épidémie avec une prévalence trés importante
au cours des dernieres années, D’apres les estimations de la direction de la santé de la région de
Tébessa le nombre de diabétiques de type 1 en 2017 est de 3707 diabétiques de type 1 et de
16174 pour le type 2. Ce syndrome métabolique est caractérisé par une hyperglycémie causée
par un trouble de la glycorégulation. Cette hyperglycémie est associée, a des degrés divers et par
des mécanismes encore mal connus, a des complications a long terme, touchant en particulier les

yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins (Fontbonne et Simon, 2001).

Cette pathologie est le plus souvent accompagnée d’anomalies du métabolisme des
lipides, caractérisées par des concentrations élevées en triglycérides, cholestérol total, C-LDL, et
réduites en C-HDL (Sebbagh et al., 2007). Ces anomalies représentent un important facteur de

risque des maladies cardiovasculaires(Maahs et al., 2011).

De nombreuses études suggerent que le diabéte s’accompagne d’un stress oxydant qui
favorise le développement de la maladie en perturbant I’insulinosécrétion, en favorisant
I’insulinorésistance et les complications chroniques qui y sont associées. Dans les sociétés
modernes, les industriels pharmaceutiques ont réussi a développé tout un arsenal thérapeutique
pour lutter contre cette maladie et tenter de prévenir ces complications, parmi ces thérapeutiques
on retrouve 1’insuline, utilisée pour le traitement du diabéte de type 1 ou la fonction endocrine
des cellules B du pancréas se trouve altérée ; tandis que pour la prise en charge du diabéte type 2,
les antidiabétiques oraux (metformine, sulfamides hypoglycémiant...) sont indispensable afin de

réguler I’hyperglycémie chronique. (Ladouari et Harkouk, 2012)

Ce travail a pour but d'étudier et d'évaluer I'état de de la défense antioxydante chez les

patients ayant un diabéte équilibré.

Nous allons pour cela mis au point le dosage des parameétres biochimiques sanguins «
bilan glucidique, bilan rénal, bilan lipidique et bilan hépatique », ainsi les parametres du stress
oxydant « GSH, GPx, GST », et un produit de la peroxydation lipidique « MDA ».
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PREMIERE PARTIE : RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Diabete
1.1 Définition de diabéte

Le mot diabéte vient du grec « dia-baino » signifiant « passer au travers ». Le diabete
est une maladie métabolique caractérisée par une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/L (7
m.mol/L), caractérisée et confirmée par deux prises de sang consecutives
(JenniferBaraka-Vidot, 2014).

Cette maladie est due a des anomalies de la sécrétion d'insuline, de 1’action de
I’insuline ou des deux. L’hyperglycémie prolongée conduit aux complications sévéres,
dysfonctions et insuffisances de différents organes notamment les yeux, les reins, les nerfs,

le ceeur et les vaisseaux sanguins. (American Diabetes Association, 2011).

Le Tableau 1 exprime les significations cliniques des taux de glucose sanguin a jeun

et aprés provocation d'une hyperglycémie par voie oral HGPO.

Tableau 1 : Valeurs de la glycémie et signification clinique
(American Diabetes Association, 2011).

Valeurs de la glycémie Signification clinique

De 0,8 et 1,10 g/l (a jeun) Sujet non diabétique

Intolérance au glucose -

De 1,10 a 1,25 g/l (a jeun) hyperglycémie

Supérieure ou égale 1,26 g/l (a jeun) Sujet diabétique

Supérieure ou égale a 2g/l (associée a la triade

. . o Sujet diabétique
polydipsie, polyurie, amaigrissement)

Supérieure ou égale a 2 g/L (2 heures apres

. : ) Sujet diabétique
I'ingestion de 75 g de glucose par voie orale)

1.2 Types de diabete
1.2.1 Diabéte insulinodépendant

C'est une maladie auto-immune, dans laquelle les cellules  des ilots de Langerhans
du pancréas, qui sécrétent l'insuline, sont détruites. Le déclenchement de ce processus
auto-immun est controlé a la fois par des facteurs genétiques et environnementaux. La
destruction des cellules B est caractérisée par la présence d'insuline, infiltrat constitué

majoritairement de lymphocytes T et B, et de macrophages, ainsi que par la production
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d'anticorps dirigés contre différents autoantigénes des cellules  (exemple : gangliosides,

sulfatide, GAD ; glutamic acid decarboxylase, insuline, etc...) (Audrey, 2002).

Les patients atteints de diabéte de type 1 ne produisent pas suffisamment d'insuline
ou ne le font pas du tout et ne peuvent pas controler la glycémie. Le type 1 survient
généralement chez une personne de moins de 30 ans. L'administration d'insuline est
nécessaire ainsi que la bonne quantité de nourriture. Les symptdmes de cette maladie sont

la soif, la faim et la miction (Morhan).

1.2.2 Diabéte non insulinodépendant
Cette pathologie se caractérise a la fois par un défaut de sécrétion de 1’insuline et

par une insulinorésistance des tissus périphériques (Monterrat, 2004).

Le diagnostic du diabéte de type 2 est positif apreés 1’observation chez un patient
d’une glycémie a jeun supérieur a 1,26 g/l a deux reprises. Cette hyperglycémie est le
résultat du phénoméne d’insulinorésistance (Figure 1). En phase de prédiabéte d’une durée
de 10 a 20 ans on observe un hyperinsulinisme pour compenser le phénoméne

d’insulinorésistance.

En phase symptomatique du diabéte de type 2, on observe une diminution de la

production d’insuline par les cellules B des ilots de Langerhans (Bertry, 2011).

La prévalence de cette pathologie augmente avec I'dge et atteint principalement les

sujets en surcharge pondérale (Betty, 2003).

1.2.2.1 Obésité et I'insulinorésistance

Chez les obeses on observe une augmentation des acides gras libres issus de la
lipolyse des triglycérides du tissu adipeux (Figure 1). Un excés d’acides gras libres
circulants contribue a la diminution de I’utilisation du glucose par les cellules. De plus, une
augmentation des métabolites des acides gras (diacylglycérol, acyl-CoA) au niveau des
muscles stimule la phosphorylation des récepteurs a 1’insuline par la protéine kinase C et
inhibe les mécanismes de la signalisation insulinique, ceci entrainant une réduction du

transport du glucose dans la cellule(Figure 1) (Bertry, 2011).




[RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE]

Insulme Aécriadse
%o GClucose %\
/—i j I[L CFA oA
T IKK-NFKB '
GLUT4 MAPKs |«——— Lipides

O-e T

- Dysfonction
mitochondriale

\ =

Figure 1 : Mécanismes intracellulaires de I’insulinorésistance. (Guerin-Dubourg, 2014)

1.2.2.2 Intolérance au glucose

L’intolérance au glucose autre fois appelée syndrome métabolique ou syndrome X,
correspond a une hyperglycémie modérée. Il s’agit d’un stade précurseur du diabéte ou les
patients atteints sont exposés a un risque plus élevée de développer par la suite un diabete
de type 2. L'intolérance au glucose caractérisé par une insulinorésistance, c’est a dire une
production d’insuline peu fonctionnelle ou une non fixation de I’insuline sur ses récepteurs
périphériques. Le glucose n’est ainsi pas capté par les cellules, aggravant I’hyperglycémie
et nécessitant plus d’insuline. Le pancréas va alors s’adapter en augmentant la masse des
cellules B fonctionnelles (hyperplasie des ilots), ce qui conduit a un hyperinsulinisme. Cet
état pathologique existe bien avant I’apparition du diabéte de type 2. A terme, la
production d’insuline s’épuise de par une glycémie de plus en plus difficilement équilibrée

et par I’entrée en apoptose des cellules B, c’est I’insulinodéficience (Auberval, 2010).

1.3 Autres types de diabéte

Le diabete peut également étre provoqué par un défaut de fonctionnement des
cellules B d’origine génétique, par des endocrinopathies comme 1’acromégalie. Certains
médicaments sont connus pour étre responsables de certains diabetes comme les
corticoides surtout lors d’une utilisation au long cours. Un diabéte peut également

apparaitre lors de la grossesse, il est alors appelé diabéte gestationnel. Ce diabéte disparait




[RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE]

a ’accouchement mais il est un facteur de risque important dans le développement

ultérieur d’un diabéte (Betty, 2003).

1.4 Complications de diabéte
1.4.1 Complications aigués

La principale complication aigué du diabete est le coma, provoqué soit par une
hyperglycémie forte en présence des corps cétoniques (cétoacidose), soit par une
hypoglycémie (due par exemple a une prise trop importante d'un médicament

hypoglycémiant)(Audrey, 2002).

1.4.1.1 Hypercétonémie

En situation de carence insulinique et d’activation des hormones de contre-
régulation glycémique, la lipase hormonosensible est activée, augmentant la lipolyse. Il y a
alors production de grandes quantités de glycérol et d’acides gras libres. Ces derniers sont
oxydés dans les mitochondries hépatiques aboutissant a la formation de corps cétoniques
(acétoacétate et acide 3-hydroxy butyrate). De plus, I’Hypercétonémie est favorisée par la
diminution du catabolisme et de 1’¢élimination urinaire des corps cétoniques.
L’accumulation de ces composés qui sont des acides forts est responsable d’une acidose

métabolique organique (Orban et Ichai, 2008).

Le diabétique de type 2 peut étre exposé a 1’acidose lactique. Cette complication est
due a 'utilisation de biguanides qui bloquent la production de glucose a partir des lactates

entrainant ainsi leur accumulation (Betty, 2003).

1.4.1.2 Dysfonction immunitaire

Sur le plan biologique, le diabéete provoque une dysfonction immunitaire parce que
le glucose sera resté a la circulation donc les cellules immunitaires productrices des
anticorps ne produiront pas les anticorps comme avant car les anticorps sont des

glycoprotéines donc les cellules ont besoin de glucose pour les produire.

1.4.2 Complications chroniques
Les complications chroniques du diabéte représentent aujourd’hui les causes
essentielles de morbidité et de mortalité chez le patient diabétique. Ces complications sont

d'origine vasculaire.
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1.4.2.1 Complications macrovasculaires
La macroangiopathie diabétique correspond a I'ensemble des lésions artérielles
secondaires au diabéte. Elle consiste essentiellement en une athérosclérose accélérée

conduisant & un risque accru d'accidents cardiovasculaires (Audrey, 2002).

L’athérosclérose consiste en un dysfonctionnement de I'endothélium des vaisseaux
de gros et moyen calibre di a la formation d’une plaque d’athérome (Figure 2) qui peut se
compliquer de phénoménes de thrombose sous l'influence de différents facteurs. Cette
plaque simple est composée de lipides, glucides complexes, produits sanguins, tissus
adipeux, dépots calcaires et autres minéraux Le LDL-cholestérol, a savoir le « mauvais
cholestérol » apparait comme le facteur initiateur de la pathologie, viennent ensuite
d’autres facteurs comme les agents infectieux et les syndromes inflammatoires. (Albertus,

2015).

Artere saine’ | Artére « malade »

Monocytes attirés
par I'endothélium malade
et commengant & adhérer

Paroi a celui-ci

artérielle

Les cellules musculaires
migrent vers la couche inteme)

Amas de graisse

Caillot de sang se formant
au-dessus d'une fissure de
la parol artérielle

Endothélium - Couche interne
de la paroi du vaisseau insommF. Koulikolt

Figure 2:Coupe schématique d'une artére saine et d'une artere athéroscléreuse
(INSERM, s.d.).

1.4.2.2 Complications microvasculaires
Les complications microvasculaires sont causées par des dommages aux capillaires
localisés dans la rétine, les glomérules rénaux et les nerfs. Elles sont responsables de la

cécité, l'insuffisance rénale et les troubles de la sensibilité somatique. (Elouil, 2009).
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1.4.2.2.1 Néphropathie

La néphropathie est une affection inflammatoire ou dégénérative du rein. Chez les
personnes diabétiques elle atteint le plus souvent la membrane basale, les cellules ou tout
le glomeérule du rein. On retrouve une microalbuminurie qui peut éventuellement
s’aggraver en une protéinurie importante. L’insuffisance rénale et ultimement la dialyse

sont des conséquences cliniques de cette pathologie. (Lafiance, 1996).

Dans le diabete la concentration du glucose sanguin est élevée donc au niveau des
glomérules les molécules de glucose vont traverser les glomérules selon le gradient de

concentration provoquant des dégats au niveau des néphrons.

1.4.2.2.2 Rétinopathie

Le diabéte provoque des occlusions des capillaires de la rétine, une ischémie de la
rétine et des hémorragies par rupture de la barriere hématorétinienne. Les ions et protéines
passent dans la rétine, entrainant I’eau par osmose, a I’origine de formation d’un cedeéme.
Les lipides et les protéines peuvent également passer et former un exsudat. Cela peut

entrainer une cataracte, un glaucome, des cedémes maculaires voire une cécité totale.

(Auberval, 2010).

L’accumulation de sorbitol et de fructose dans la rétine (hyperosmolarité par
altération de la voie des polyols) due a 1I’hyperglycémie chronique, fait effondrer les
rapports NADPH2/NADP et NADH2/NAD conséquent a un stress oxydant. Ces
modifications du statut redox intracellulaire expliquent partiellement la rétinopathie du
diabétique. (KOCEIR).

1.4.2.2.3 Neuropathie
La neuropathie est la complication la plus fréquente et la plus précoce du diabete
sucré. Il s’agit d’une démyélisation segmentaire des axones associés a des dépots

lipidiques sur les cellules de Schwann entourant les axones. (Guerin-Dubourg, 2014).

Peut conduire a l'ulcération de I'extrémité du pied diabétique, aboutissant parfois a
I'amputation (Audrey, 2002).

La neuropathie peut aussi toucher le systeme nerveux autonome et provoquer des
troubles de la digestion (diarrhée), du rythme cardiaque (hypotension) et des troubles

d’ordre mictionnel et sexuel (impuissance) (Auberval, 2010).
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Au cours de diabéte I'nyperglycémie prolongée provoque la génération des radicaux

libres via multiples mécanismes conduisant au stress oxydant.

2. Stress oxydant
2.1 Rappel sur le stress oxydant

2.1.1 Définition
Le stress oxydant se définit comme un déséquilibre entre la production des especes

réactives et les systemes de défense contre les radicaux libres. (Figure 3).

Un radical libre se définit comme tout atome, groupe d’atomes ou molécule
possédant un ¢électron non apparié (célibataire) sur I’orbitale externe. Cette caractéristique
lui confére une réactivité importante : les radicaux libres réagissent avec des molécules
plus stables pour capter ou céder leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en

initiant des réactions en cascade. (Januel, 2003).

Systemes antioxydants

Enzymatiques Non enzymatiques
Superoxyde Glutathion,
Endogénes Exogénes dismutase, Vitamines C. A  E,
Catalase, Ubiquinone,
NADPH oxydase, Toxiques Glutathion Lipoate,
Chaine respiratoire environnementaux, peroxydase Pyruvate,
mitochondnale, Radiations 1onisantes Polyphénols
Peroxysomes, et UV, Champs Ao taras
Cytochrome Pysg, électniques, :
Xanthine oxydase, Xénobiotiques pro-
Cyclo-oxygénases, oxydants, Cytokines =
Lipo-oxygénases. pro-inflammatoires
——

Figure 3:Déséquilibre de la balance entre prooxydant et antioxydant (Nkhili, 2009)
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2.1.2 Prooxydants

2.1.2.1 Espéces Réactives de I’Oxygéne (ROS)

La chaine respiratoire mitochondriale, dans laquelle les étres aérobies puisent leur
énergie, joue un role capital dans la cellule en couplant I’oxydation de coenzymes
transporteurs d’hydrogene ou d’électrons avec la phosphorylation de ’ADP en ATP. Les
consequences de cette activité mitochondriale sont doubles et paradoxales (Figure 4).

D’une part, la mitochondrie fournit a la cellule une source d’énergie importante
puisque 36 molécules d’ATP a haut potentiel énergétique sont générées lors de la réduction
de ’oxygene. Par contre, dans les conditions physiologiques, environ 0,4 a 4 % d’¢lectrons
s’échappent, réagissent directement avec I’oxygeéne dissous dans le cytoplasme et donnent

naissance a des especes réactives de 1’oxygeéne (ROS) (Haleng et al., 2007).

| Espace

Intermembranaire

|-

Complexe [V Complexe V|

\7|T/ Matrice
%o, | HO

ADP +Pi ATP +H,0
l_l+

Succinate  Fumarate

0,

0, Oy 0, H,0,
H,0,

Figure 4 :Sites de production de ROS au niveau de la chaine respiratoire. (Elouil, 2009).

Les macrophages et les granulocytes possédants une enzyme appeler NADPH
oxydase (Nox) qui peut catalyser la formation de O2™ (Equation 1) et ces dérives H,Ozet
OH. Ces derniers sont utilisés par certains cellules immunitaire pour la destruction des

microorganismes préalablement phagocytés.

NAD(P)H + 202 — NAD(P)* + H* + 202~

Equation 1:Formation de I'anion superoxyde & partir des électrons de NAD(P)H par Nox.
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Le peroxyde d’hydrogene est formé secondairement par la dismutation de 1’anion
superoxyde. La dismutation de l'anion superoxyde peut former une espece stable et
diffusible sous Il'action des superoxyde dismutase appeler le peroxyde d’hydrogene (H205)

(Equation 2).

202 +2H"— H202 + O2

Equation 2 : Formation de peroxyde d'hydrogéne par la superoxydedismutase (SOD).

Le H202 peut étre réduit suivant engendrant alors un ion OH" inoffensif et un

radical hydroxyle HO" plus agressif(Equation 3) (Januel, 2003).

H202 + O —» 02 + OH + HO®

Equation 3 : Formation d’hydroxyle selon la réaction d’Haber-Weiss.

La réaction de Fenton est une décomposition de fer-sel-dépendante du peroxyde
d'hydrogene, générant des radicaux hydroxyles trés réactifs. 1l se produit en présence d'ions
ferreux (Fe*) et O, (Equation 4) (Julien & Filaire, 2006).

Fe?* + H202 <> Fe®* + OH + OH-

Equation 4 : Formation de peroxyde d'hydrogéne selon la réaction de Fenten.

2.1.2.2 Especes réactives de ’azote

Le monoxyde d’azote, NO, est produit au niveau cellulaire a partir d’arginine et
d’oxygéne. Cette réaction est catalysée par une famille d’enzymes : les NO synthases
(NOS). Il existe trois types de NOS : la NOS neuronale, la NOS endothéliale et la NOS
inductible présente dans de nombreux tissus et organes. Les deux premieres sont
constitutives ; leur activité est régulée par la concentration intracellulaire de calcium. Le
NO peut étre converti en ion nitrosium (NO™), en anion nitroxyl (NO") ou en peroxynitrite
(ONOO") (Clémentine P., 2013).

Les especes réactives de 1’azote issues du métabolisme de 1’azote via les NO
synthases sont représentées principalement par 1’oxyde nitrique (NO") qui est un radical,
les oxydes de 1’azote, comme 1’anhydride nitreux N2Os et I’ion peroxynitrite (ONOO’)La
présence en exces de ces NOS semble avoir des effets carcinogénes (figure 5) (Cooke et
al., 2006).
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La réaction de NO® avec 1’02 entraine la formation de 1’ion peroxynitrite ONOO"

selon la réaction suivante :

NO* + 02" — ONOO"
Equation 5 : Formation de peroxynitrite.

..l"""'g;qt. e YU
ASTTRRRALE MI by
P .‘-‘\.‘..'_"s\:‘r,,,—-.
.t“wa

| ONOO- '

MI : Membrane interne
ME : Membrane Externe

Figure 5 : Formation de NO par la NO synthase mitochondriale.

(Ghafourifar et Cadenas, 2005)

NO posséde des capacités vasodilatatrices au niveau cardiovasculaire. Le NO" est
capable de moduler I’activit¢ de nombreuses enzymes impliquées dans diverses voies
métaboliques. Indirectement, le NO est capable de nitrosyler le GSH ce qui entraine un
déficit des défenses antioxydantes, la réserve de GSH s’épuisant. De plus, il peut engendrer
un stress oxydant intracellulaire, interagir avec ’ADN et réguler certains phénomeénes

comme la transcription, la traduction ou encore 1’apoptose. (Badouard, 2006).
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Figure 6: Résumé des réactions se produisant en situation de stress oxydant

(Mongens, 2013).
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2.1.3 Cibles cellulaire

2.1.3.1 Acide désoxyribonucléique ou ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les ROS. La guanine, par exemple, peut réagir
avec OH’ pour former la 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OH-dG) (Figure 7) qui, au lieu
de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec 1’adénine, entrainant des mutations au sein
de I’ADN et conduisant a des altérations du message génétique impliquées dans le

déclenchement du cancer et du vieillissement.(Haleng et al., 2007).

HN \>__ OH

Radical

OH 8.0H-dG

Figure 7 : Structure du 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine.

2.1.3.2 Lipides

Le stress oxydant concerne tous les constituants cellulaires mais ce sont les lipides
qui sont les plus touchés par ce phénomeéne. La peroxydation lipidique concerne les acides
gras polyinsaturés ou estérifiés des membranes cellulaires (ou PUFAs pour « Poly
Unsaturated Fatty Acids », exemple des esters de cholestérols, phospholipides et
triglycérides), cibles des ROS. Ce phénomene de peroxydation lipidique peut se produire
dans des conditions physiologiques et il se trouve exacerbé dans des conditions
pathologiques comme 1’athérosclérose (Badouard, 2006).

La peroxydation lipidique débute par une phase d’initiation qui implique 1’attaque
des especes réactives (hydroxyles, alcoxyles, peroxyles, oxygéne singulet, peroxynitrite)
entrainant 1’arrachement d’un hydrogéne du PUFA (LH). Ceci aboutit a la formation d’un
radical pentandiényl qui aprés addition avec O2 donne le radical peroxyle (LOO"). Ensuite,
ce radical peut réagir avec un autre PUFA et former un hydroperoxyde (LOOH), c’est la
phase dite de propagation de la peroxydation lipidique. Ces hydroperoxydes appartiennent
a la famille des peroxydes lipidiques : les LPO. La réaction en chaine de la peroxydation

lipidique peut étre prévenue par la vitamine E (a-tocophérol) intercalée dans la bicouche
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lipidique des membranes qui joue le role de donneur d’hydrogeéne. En effet, la vitamine E
transforme les radicaux peroxyles en hydroperoxydes et met fin a la réaction en chaine de
peroxydation des PUFAs. Cette derniére étape est alors désignée comme phase de

terminaison. Ces réactions sont résumées dans la (Figure 8) (Badouard, 2006).

+O2

" .
D RPLBa D DDVDD D D B> D D DS D BYS BB S 8.3. TERMINAISON
ﬁa RS LTI IV IR LYY
L iz LOOH + Le LOO* LOOH

/ 2.PROPAGATION \J‘
OH-

LH : Acides gras polyinsaturés (PUFAs)

LOOH : hydroperoxyde @ @

LOO* : radical peroxyle ~_/
e

Figure 8 : Réactions de la peroxydation lipidique.(Niedernhofer, et al 2003).

Les LPO sont susceptibles de se décomposer en produits secondaires c’est a dire en
aldéhydes trés réactifs pouvant étre considérés comme des messagers secondaires toxiques
qui augmentent les dommages initiaux dus aux radicaux libres. Les plus réactifs vis a vis
des bases de I’ADN sont représentés par le malondialdéhyde (MDA), le trans-4-hydroxy-2-
nonénal (4-HNE) et le crotonaldéhyde. Le MDA et le 4-HNE peuvent former des adduits
avec I’ADN. D’autre part, le MDA et le 4-HNE réagissent avec des antioxydants comme le
GSH entrainant une diminution de la concentration de ce dernier, se traduisant ainsi par

une diminution des défenses cellulaires (Niedernhofer et al., 2003).

2.1.3.3 Protéines

L’attaque des protéines par le radical hydroxyle (HO®) ou par 1’oxygene singulet
(O12) peut générer des produits finaux trés variés. Par contre, le peroxyde d’hydrogéne
(H202) et I’anion superoxyde (0O2°) ne semblent oxyder que des protéines présentant des
groupements sulfhydryles (SH) facilement oxydables et accessibles. Les acides aminés les
plus sensibles au stress oxydant sont le tryptophane, la tyrosine, la phénylalanine, la
méthionine et la cystéine. Les dommages infligés aux protéines peuvent venir non
seulement d’une attaque directe par les radicaux libres, mais aussi par des produits issus de
la peroxydation lipidique comme le malonaldialdéhyde et le 4 ; hydroxynonénal. Les
protéines peuvent alors subir soit des réticulations par formation notamment de ponts

bityrosine, soit des coupures en cas d’agression forte, soit des modifications de certains
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acides aminés en cas d’agressions modérées. Lorsqu’un radical d’acide aminé est formé
dans une protéine, les électrons peuvent migrer sur d’autres résidus aminés. Ainsi, le site
final oxydé au sein de la protéine n’est pas forcément le site initial d’oxydation. Des
enzymes, mais aussi des récepteurs cellulaires et des protéines de transport, peuvent étre la
cible de ces phénomeénes oxydatifs et perdre leurs propriétés biologiques. Elles deviennent
alors beaucoup plus sensibles a 1’action des protéases. Les protéines oxydées se révelent
trés hydrophobes, soit par suppression de groupements amines ionisables, soit par
extériorisation de zones hydrophobes centrales. Elles vont alors former des amas anormaux
dans et autour des cellules. Associés aux aldehydes produits lors de la peroxydation
lipidique, ces amas forment des dépots de lipofuschines caractéristiques du vieillissement
cellulaire. Aussi, des altérations peuvent concerner les protéines impliquées dans le
maintien de gradients ioniques entre les cellules et les fluides extracellulaires. C’est le cas
des pompes a calcium ou a potassium. Ces protéines sont essentielles dans la genese du
signal électrique des cellules musculaires et nerveuses. On comprend donc aisément les

conséquences de leur dénaturation oxydative au sein de I’organisme (Chabbaud, 2007).

Lipooxydation : c’est la réaction d’une protéine avec un aldéhyde produit au cours
de la réaction de peroxydation lipidique. L’accumulation de lipoprotéines oxydées au
niveau de la paroi vasculaire et un dysfonctionnement endothélial sont notamment a
I’origine de 1’athérosclérose qui est une pathologie chronique d’évolution lente de 1’intima
des arteres (Clémentine P. , 2013).

Glycooxydation : les protéines vont se lier avec le glucose qui est sous forme
aldéhydique. Les produits de réaction sont appelés produits de glycation avancée. Dans le
cas du diabéte, qui se traduit par une augmentation de la glycémie ; les tissus sont, a terme,
imprégnés de glucose entrainant ainsi une hyperproduction des ROS via notamment la
formation de produits de glycation avancée. Les ROS en exces vont alors altérer la paroi
des vaisseaux et induire des complications vasculaires : micro et macro angiopathies
(Clémentine P. , 2013).

2.1.4 Antioxydants
Pour se protéger des effets déléteres des ROS, I’organisme dispose d’un ensemble

complexe de défenses antioxydantes (Figure 9).
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Figure 9: Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule.

(Benaraba, 2007)

2.1.4.1 Systeme antioxydant enzymatique
La premiére ligne de défense de notre organisme contre les ROS sont les

antioxydants enzymatiques tels que :

2.1.4.1.1  Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines, qui représentent une des premiéres lignes de défense contre le
stress oxydant, assurent 1’élimination de 1’anion superoxyde O2e- par une réaction de
dismutation, en le transformant en peroxyde d’hydrogéne et en oxygene. Chez I’homme,
on décrit 3isoenzymes : la Cu/Zn-SOD1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la
Cu/zZn-SOD3, qui different par la localisation chromosomique du géne, leur contenu
métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire. La SOD3 est sécrétée
par les cellules musculaires lisses et constitue le systeme antioxydant majeur de la paroi
artérielle : son expression et sa sécrétion sont augmentées par les facteurs vasoactifs
(histamine, endothéline 1, angiotensine II) et diminuées par I’homocystéine(Haleng et al.,

2007).

La SOD catalyse la dismutation des anions superoxydes en peroxyde d’hydrogéne
et oxygene moléculaire (Equation 2).
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21412  Catalase

La catalase ou CAT (EC 1.11.1.6) est une protéine héminique qui catalyse la
transformation du peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygéne moléculaire selon la réaction
suivante :

) 2H202 — 2H20 + O2
Equation 6 : La réaction catalysée par la catalase.

La catalase se trouve dans les hématies et dans les peroxysomes de nombreux tissus
et cellules. Cette compartimentation I’empéche d’étre un accepteur pour I’H20> formé dans

le cytosol et les mitochondries (Januel, 2003).

2.1.4.1.3  Glutathion peroxydases

La glutathion peroxydase est une enzyme formée de quatre sous unités contenant
chacune un atome de sélénium incorporé dans une molécule de sélénocystéine. La GPx est
présente dans les liquides extracellulaires (sang) et dans les cellules au niveau du
cytoplasme et des membranes. Elle assure la réduction du peroxyde d’hydrogéne en eau,
des hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (ROH) et des espéces radicalaires en
especes nonradicalaires, grace a la présence de glutathion réduit (GSH), selon les
mécanismes suivants :

GPx (Se)
2H202 + 2GSH — GSSG + 2H20
ROOH + 2GSH — ROH + H20 +GSSG
2R + 2GSH — 2RH + GSSG
Equation 7 : Réactions de la glutathion peroxydase.

2.1.41.4  Glutathion réductase

Les molécules toxiques sont ainsi transformées en molécules assimilables
comme I’eau et I’alcool. Dans chacune de ces réactions, une molécule de glutathion
oxydée GSSG est obtenue. Pourque cette réaction perdure, il doit y avoir un taux constant
de GSH, ce qui est rendu possible par la glutathion réductase (GR). Elle catalyse la
réduction du GSSG en GSH (Equation 08), a 1’aide du cofacteur NADPH sous forme

réduite (NADPH, H+). Le NADPH,H+ provient de I’oxydation du glucose-6-phosphate en
6-phosphogluconate par la glucose-6-phosphate déshydrogénase, de la voie des pentoses
phosphates. (Auberval, 2010).
GSSG + NADH,H* — 2GSH+ NADP*
Equation 8 : Réduction du GSSG en GSH par la glutathion réductase.
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La glutathion S transférase (GST) réduit les hydroperoxydes en alcools mais ne
réduit pas H2O>. (Benaraba, 2007).

21415  Thiorédoxine

Le milieu intracellulaire est plutdt réducteur, les protéines contiennent des
groupements thiols libres et les ponts disulfures sont rares. L’antioxydant majeur
responsable du maintien des protéines a 1’état réduit est la thiorédoxine qui sera régénérée
par le NADPH sous I’action de la thiorédoxine réductase (TrxR) qui posséde un
groupement sélénocystéine dans son site actif. Elle intervient dans la dégradation des
peroxydes lipidiques et du peroxyde d’hydrogene, ainsi que dans la régénération du radical

ascorbyl en acide ascorbique (Haleng et al 2007).

2.1.41.6  Heme Oxygénase-1
C’est une enzyme inductible et ubiquitaire qui dégrade 1’héme en fer ferreux
(Fe2+), monoxyde de carbone (CO) et biliverdine. Cette derniére est ensuite transformée

par la biliverdine réductase en bilirubine, puissant antioxydant.

2.1.4.2 Systemes antioxydants non enzymatique
Les antioxydants non enzymatiques comprennent des molécules qui sont apportés

par I’alimentation (exogenes) et autres molécules dont dispose 1’organisme (endogénes).

2.1.4.2.1  Molécules antioxydantes endogenes

2.1.4.2.1.1 Glutathion

Le glutathion est formé par la condensation de trois acides aminés (acide glutamique,
cystéine et glycine). Il est la source majoritaire de résidus thiols (-SH) dans la cellule ou il
est présent sous forme réduite (GSH). En condition physiologique normale, sa forme
oxydée (GSSG) est présente en tres faible concentration. Le rapport GSH/GSSG est un
excellent marqueur de la peroxydation lipidique. Ce rapport tend a diminuer lors d’un

exercice physique intense et au cours du vieillissement (Guerin-Dubourg, 2014).

Le glutathion présente deux caractéristiques structurales : une liaison y-carboxyle
entre les résidus glutamate et cystéine, et un groupement thiol porté par le résidu cystéine.
La liaison y-carboxyle étant un type de liaison peu fréquent et hydrolysée uniquement par
la gamma-Glutamyl-Transpeptidase (yGT), le glutathion est donc métabolisé de facon
extracellulaire par les cellules exprimant la yGT, et est ainsi plus résistant a la dégradation

intracellulaire (Figure 10) (Clémentine P. , 2013).
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Figure 10 : Les réactions impliquant le glutathion. (Clémentine P. , 2013).

2.1.4.2.1.2 Coenzyme Q10

Le coenzyme Q10, appelé ubiquinone en raison de son ubiquité dans les cellules, est
un dérivé benzoquinolique avec une longue chaine latérale isoprénique. Cette chaine
latérale confére a la molécule un caractére lipophile qui lui permet de s’insérer dans les
membranes et les lipoprotéines. 1l joue un role essentiel dans la chaine mitochondriale de
transport d’électrons et est un puissant inhibiteur de peroxydation lipidique, en synergie
avec la vitamine E. S’il n’existe pas d’apport journalier recommandé pour cetantioxydant,
il semble toutefois qu’il soit nécessaire d’en ingérer au moins 30 mg par jour. Il est a noter
que la synthése de cet antioxydant est en tout point paralléle a celle du cholestérol. La
formation de ces deux molécules dépend en effet de I’acide mévalonique formé a partir de
la transformation de la HMG CoA(3-hydroxy-3 methylglutaryl-CoA) par la HMG-CoA
réductase. Ou, les agents hypocholestérolémiants comme les statines agissent en inhibant
cette derniére enzyme, ce qui a comme effet secondaire une réduction significative du taux
plasmatique d’ubiquinone. Connaissant le role de cette derniere au niveau de la chaine
respiratoire mitochondriale, on comprend pourquoi les personnes prenant des statines se

plaignent régulierement de douleurs musculaires (Haleng et al., 2007).
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2.1.4.2.2  Molécules antioxydant exogenes

2.1.4.2.2.1 Oligoeléments

Le cuivre (Cu), le zinc (Zn), le manganese (Mn), le sélénium (Se) et le fer (Fe) sont
des métaux essentiels dans la défense contre le stress oxydant. Toutes les enzymes
antioxydantes requierent un cofacteur pour maintenir leur activité catalytique. Ainsi, la
SOD mitochondriale a besoin de manganese, la SOD cytosolique de cuivre et de zinc, la
catalase de fer et la GPx de sélénium. Cependant, certains oligoéléments, notamment le fer,
lorsqu'ils sont en exces dans I'organisme et sous leur forme réduite, peuvent avoir une

action prooxydante (réaction deFenton,d'Haber-Weiss) (Baratli, 2015).

2.1.4.2.2.2 Polyphénols

Les polyphénols ont un effet antioxydant par leurs interactions directes avec 1’02 et
les autres ROS tels que OH et ONOO™"Les polyphénols peuvent aussi protéger
I’endothélium via leurs effets sur les LDL oxydées, qui jouent un rdle précurseur dans la
dysfonction endothéliale. 1l a été démontré que la dysfonction endothéliale induite par les

LDL oxydées peut étre renversée par les antioxydants polyphénoliques (Baratli, 2015).
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2.1.4.2.2.3 Vitamines

Tableau 2 : Les apports exogeénes de vitamines nécessaires a I’homme.(Malika et al.,2009

Apports journaliers

Vitamines Propriétés Fruits, léegumes, .
recommandés
- Hydrosoluble, co-substrat | Eruits.  léqumes
de plusieurs oxygenases et i g ’ .
' concentration dans la | sont  suffisants  (les
. - In vitro, maintient la | cassis, les agrumes,
' - effets de carence sont
Vitamine ¢ vitamine E sous sa forme |les  Kiwis, les | . _
g ) . bien connus ; a fortes
(Acide ascorbique) réduite, active lors de | polvrons, les
linhibition de la peroxydation | brocolis, le chou et le | doses, — un effet
lipidique membranaire | persil). Souvent | prooxydant a  €té
mécanisme impliqué dans la | utilisée comme | décrit).
protection des LDL contre | additif dans

l'oxydation. A confirmer in
Vivo.

agroalimentaire.

Vitamine E

(8 composés
proches dont 4
tocophérols et 4

tocotrienols)

- Hautement lipophiles, se
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2.2 Implication de stress oxydant dans le diabéte
2.2.1 Relation entre le diabéte et le stress oxydant

Le diabete se traduit par une augmentation du glucose qui va entrainer I’activation de
différentes voies dont la formation de produits de glycation avancés qui aboutissent a un
stress oxydant a long terme. Les défenses antioxydantes sont diminuées et les réactions
prooxydantes augmentées (production d’espéces réactives de I’oxygene, oxydation des
lipides...). Cela va induire une destruction des cellules béta du pancréas, cellules
sécrétrices d’insuline, ainsi qu’une altération de I’actionde 1’insuline qui vont provoquer

une augmentation de glucose et donc du diabéte (Figure 11) (Clémentine P. , 2013).

Diabéte = 2 Glucose

4

Voie des polyols
Auto-Oxydation du Glucose
Glycation des protéines
Formation des produits de glycation avancés (AGE)

3

_ STRESS OXYDANT
Diminution des & ,-’x \

/ -
défenses anti-oxydantes v Modification des molécules de la
matrice extra-cellulaire

Oxydation des protéines, lipides et
acides nucléiques
_ Augmentation des espéces-__

-~ £ H ’ 3 \"\..\
& réactives de l'oxygéne 2
Détérioration de I'action de l'insuline : Destruction des cellules Béta du
mauvaise utilisation du glucose pancréas

Figure 11 : Diabete et stress oxydant (Clémentine P. , 2013).

2.2.1.1 Défenses antioxydantes des cellules

Les cellules P pancréatiques sont trés vulnérables au stress oxydant d’autres cellules
expriment peu les enzymes antioxydantes classiques, ce qui les rend particuliérement
sensibles aux dommages infligés par le stress oxydatif. Il en est ainsi des cellules B
pancréatiques qui sont particulierement pauvres en catalase, glutathion peroxydase et
CuSOD par rapport aux hépatocytes alors qu’elles expriment d’autres enzymes

antioxydantes comme la MnSOD mitochondriale.

2.2.1.2 Effet du stress oxydant sur ’insulinorésistance
Les ROS sont également impliquées dans I’insulinorésistance. Des études sur des
cellules en culture démontrent que les ROS inhibent la transduction du signal de I’insuline.

Elles empéchent 1’autophosphorylation du récepteur a 1’insuline et par conséquence celle
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de la protéine IRS-1, conduisant a un blocage des voies en amont de la PI3K. La
translocation du récepteur GLUT4 est alors inhibée ne permettant pas 1’entrée du glucose
dans la cellule.(Figure 12) En effet des concentrations de 1’ordre du micromolaire en
peroxyde d’hydrogene suffisent a inhiber 1’autophosphorylation du récepteur a I’insuline

sur des cellules en culture entrainant ou favorisant 1’insulinorésistance (Auberval, 2010).
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Figure 12 : Mécanisme de la résistance a l'insuline induit par les stress oxydant
(Auberval, 2010).

2.2.2 Glucotoxicité et le stress oxydant

2.2.2.1 Voie des polyols

Dans des conditions physiologiques normales, le glucose est métabolisé en glucose-
6-phosphate par I'nexokinase puis est dirigé soit dans la voie de la glycolyse, soit dans la
voie des pentoses phosphates (Figure 13). Dans le diabéte, lorsque le taux de glucose
augmente, I'hexokinase est alors saturee et le glucose en exces est metabolisé par la voie
des polyols. Cette voie fait intervenir deux enzymes en cascade: l'aldose réductase et la
sorbitol déshydrogénase. L'aldose réductase, qui n'est active qu'a de fortes concentrations
de glucose du fait de sa faible affinité pour celui ci, réduit le glucose en sorbitol (Figure
16). Le donneur d'hydrogéne est le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduit
(NADPH) qui est oxydé en NADP™. Cette enzyme est particulierement étudiée car elle est
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régulée par I'hnyperosmolarité (Smardo et al.; 1992) et il semble que son expression soit
augmentée dans le diabéte (Ghahary et al., 1989; Shimizu et al., 2000)
La deuxiemeenzyme de la voie des polyols, la sorbitol déshydrogénase, oxyde une

partie du sorbitol formé en fructose, en utilisant le NAD* comme cofacteur (Figure 13).

Aldose réductase Sorbitol déshydrogénase
Glucose / \b Sorbitol ﬁb Fructose
Hexokinase NADPH NADP* NAD* NADH

Glucose-6-phosphate

Glycolyse

|
|
I
I Voie des pentose- phosphates
|
|
|

v v

Lactate Pentose-phosphate

Figure 13 : Voie de sorbitol (Audrey, 2002).

La métabolisation du glucose en exces par la voie des polyols a deux conséquences
principales : un stress osmotique intracellulaire et une altération du potentiel redox des
cellules. Tout d'abord, comme le sorbitol formé traverse difficilement les membranes,
celui-ci s'accumule dans la cellule. L'hyperosmolarité intracellulaire résultante pourrait étre
responsable de la déplétion en d'autres osmolytes organiques comme le myoinositol ou la
taurine. La déplétion intracellulaire en myoinositol entrainerait une diminution de la
synthese des phosphoinositides, ayant des conséquences négatives sur I'homéostasie du
calcium intracellulaire, I'activation de la protéine kinase C et I'activité de la pompe Na*/K*
ATPase. Mais la principale conséquence de I'activation de la voie des polyols semble étre
la modification du potentiel redox des cellules. En effet, la voie des polyols consomme du
NADPH et du NAD", au détriment d'autres réactions qui requierent également ces
cofacteurs (Figure 14). En particulier, la glutathion réductase, enzyme majeure pour la
régéneération du glutathion réduit, utilise des niveaux élevés de NADPH. La diminution des
ressources en NADPH pour le cycle redox du glutathion pourrait augmenter le stress
oxydant dans de nombreux tissus et contribuer ainsi a la pathogenése des complications
diabétiques comme la rétinopathie. La voie des polyols rentre également en compétition

avec d'autres réactions nécessitant du NADPH, comme la synthése de NO par la NO
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synthase. Or il a été montré que la production de NO était déficiente chez les patients
diabétiques (Calver et al., 1992), et ce déficit est prévenu par une inhibition de I'aldose

réductase chez des rats diabétiques (Cameron et Cotter, 1992).

NO synthase

Arginine \b Citrulline + NO

NADPH NADP~

NADPH NADP*
Glutathion oxydé \ /> Glutathion réduit
(GSSG) Glutathion réductase (GSH)

Figure 14 : Compétition de diverses réactions pour le NADPH (Audrey, 2002).

2.2.2.2 Glycation non enzymatique des protéines

La glycation non enzymatique, qui augmente au cours de I’hyperglycémie
prolongée résulte de la réaction entre une fonction amine des protéines et un ose comme le
glucose ou le ribose-5P avec production de fructosamines et autres ketoamines. Ces
dernieres sont ensuite converties en a-dicarbonyls (méthylglyoxal...) et plus lentement et
de facon irréversible en produits de la glycation avancée (Advanced Glycation End-
products ou AGE) qui ne peuvent étre éliminés que par dégradation des protéines glyquées.
Il existe cependant deux enzymes de déglycation des protéines, la fructosamine 3-kinase
(FN3K) et la FN3K-RP (FN3K related protein) qui sont exprimées dans un grand nombre
de tissus, y compris dans les cellules p pancréatiques. Ces enzymes phosphorylent les
cetoamines en cetoamine 3-phosphates instables qui se décomposent spontanément pour
régénérer la fonction amine non glyquée en libérant du phosphate inorganique et de la 3-
déoxyglucosone et autres a-dicarbonyls (Delpierre, 2003); (Collard, 2004).

La 3-déoxyglucosone est elle-méme un puissant agent glycant responsable de la

formation d’AGE, mais peut étre détoxifiée par les cellules.
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Les AGE induisent une activation de la voie du complément, une fuite protéique
urinaire, une rigidification des vaisseaux et contribuent a la formation de la plaque
d’athérome. Toutes ces conséquences physiologiques sont dues au fait que les AGE
entrainent une modification de la structure et de la fonction des protéines et des
lipoprotéines (LDL). De plus, les AGE sont les agonistes de récepteurs cellulaires appelé
RAGE. La stimulation du RAGE par les AGE est génératrice d’un stress oxydant via
I’activation de la NADPH oxydase. Le stress oxydant induit par I’activation de la NADPH
oxydase stimule le facteur de transcription NFKB, qui est a 1’origine de phénoménes pro

inflammatoires. (Figure 14) (Bertry, 2011).

2.2.2.3 Activation de la protéine kinase C

Contrairement a ce que laisserait supposer l'activation de la voie des polyols,
plusieurs travaux ont montré une activation de la protéine kinase C (PKC) au cours du
diabéte dans de nombreux tissus. Dans la rétine, ce sont les isoformes BII et & qui sont les
plus spécifiquement activées. Ainsi, in vitro, l'activité de la PKC est augmentée dans les
membranes de cellules endothéliales rétiniennes incubées en présence d'une forte
concentration en glucose. Le mécanisme responsable de cette activation semble étre lié
principalement a une augmentation de la synthese de diacylglycérol (DAG) a partir des
intermédiaires de la glycolyse. 1l semble que le stress oxydant puisse étre également
responsable de l'activation de la PKC, puisque l'utilisation. D’antioxydants comme la
vitamine E ou le probucol prévient cette activation et corrige le flux vasculaire rétinien de
rats diabétiques. Les conséquences de l'activation de la PKC par I'hyperglycémie sont
multiples. Il a été rapporté une activation de la phospholipase A2 cytosolique, entrainant la
libération d'acide arachidonique, la formation de prostaglandine E2, et l'inhibition des
pompes Na*/K*ATPases (Audrey, 2002).

2.2.2.4 Voie des hexosamines

La voie des hexosamines est activée lorsque le fructose-6-phosphate produit a partir
du glucose n’est pas entierement pris en charge par la glycolyse. Il est alors converti par la
GFAT (glucosamine fructose-6 phosphate amidotransférase) en glucosamine-6 phosphate
et finalement en uridine diphosphate N-Acétyl glucosamine (UDPGIcNac). Sous cette
forme, la glucosamine se fixe alors aux résidus sérine et thréonine de certains facteurs de
transcription et les active (Figure 15).C’est le cas notamment du facteur ubiquiste SP1 qui
entraine une augmentation de 1’expression de PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) et

du TGF-B impliqués dans I’occlusion des capillaires de 1’aorte. De méme, 1’augmentation
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du flux de glucose dans cette voie métabolique altérerait 1’activité et la translocation a la
membrane des transporteurs GLUT4 dans les adipocytes et les cellules musculaires
(Audrey, 2002).

TGLUCOSLE

T Glucose-6P

*thIIctnse-ﬁl’ GFAT » Glucosamine-6P —» N-Acétyl-glucosamine-6P
X Glutamine] Glutamate N-acétyl-glucosamine- 1P
i
M Azasérine TUDP-GlIcNac
Glycolyse l

Signalisation
intracellulaire

D\

O-glycosylation de Translocation de
facteur de protéines (PKC,
ranscription (Spl) Glut4)

Expression de génes
(TGF-pB, PAI-1)

Figure 15 : Stimulation de la voie des hexosamines par I’hyperglycémie et conséquences
(Audrey, 2002).

Chez I’homme, I’hyperglycémie associée au DT2 s’accompagne d’une activation
de la voie des hexosamines et les complications vasculaires qui en résultent font de la
GFAT une cible nouvelle dans la recherche de médicaments traitant le DT2. Son activité
peut étre inhibée selon un rétrocontréle négatif par son produit UDP-GICNAC mais
également par 1’azasérine, ce qui pourrait réduire la prolifération des cellules endothéliales
et la prolifération de la matrice extracellulaire impliquées dans la pathogenese de la
rétinopathie diabétique. (Bertry, 2011).

L’activation de la voie des hexosamines conduit a :

- L’augmentation de 1’expression des facteurs de croissance TGF-a et TGF-f qui
sont a I’origine de certaines complications diabétiques comme 1’épaississement de
la membrane basale des capillaires. Elle conduit aussi a I’augmentation de la
production de I’inhibiteur de 1’activateur du plasminogene de type 1 (PAI-1) suite &
I’O-GIcNAc-glycosylation du facteur de transcription Spl. Le facteur
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plasminogéne joue un rdle dans la fibrinolyse, donc, son inhibition entraine un effet
procoagulant. (Bertry, 2011).

- L’inhibition de la NO synthase endothéliale par O-GlacNAc-glycosylation de cette
enzyme.

GLYCATION NON ENZYMATIQUE ET
IRREVERSIBLE DES PROTEINES ET LIPICES
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Figure 16 : Les voies et les complications biochimiques et physiopathologiques liées a

I’hyperglycémie chronique et le stress oxydant (Bertry, 2011).
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Meéthodologie

La présente étude a été menée dans le but de vérifié I’hypothéese suivante :

« Les maladies métaboliques et plus spécifiqguement le diabete sucré conditionné par une
diminution de la défense antioxydante méme s’il est équilibré ».

Dans le but d’évaluer 1’état du stress oxydant chez les diabétiques ayant un diabéte

équilibré et leurs répercussions sur la genése des complications

1. Protocole :
Nous avons travaillé sur 177 patients diabétiques (Type | et Type Il) et 20 sujets

sains (Témoin) auxquels nous avons effectué bilan biochimiques complet

[Glycémie-HbAlc-Cholestérol Total — Triglycérides — HDL — LDL — Urée — Créatinine —
TGO — TGP-Acid Urique- Phosphatase Alcaline - Bilirubine (T&D) -Protéine Totaux-
Albumine].

Parmi ces patients nous avons choisis 40 patients ayant un diabéte équilibré et un
bilan biochimique assez normal plus les 20 sujets normaux, pour faire un dosage des
parametres de la défense antioxydante [GPx, GSH, GST] et un paramétre de la

peroxydation lipidique « MDA »sériques et érythrocytaires.

La (Figure 17) schématise les différentes étapes du protocole expérimental utilisé.
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177 Individus

(3+%)

20 Témoins(Sains) H 157 Diabétiques (1 +
1)

Dosage des paramétres biochimiques sanguins

[Glycémie - HbAlc - Cholestérol Total — Triglycérides — HDL — LDL — Urée — Créatinine
— TGO — TGP - Acid Urique - Phosphatase Alcaline - Bilirubine (T&D) - Protéine Totaux -

Albumine].

]
20 Témoins (7+%) 40 Patlents AE+9)
[Diabéte équilibré]

Dosage des marquers de stress Oxydant
( Sériques et érythrocitaires)

4[- Bilan de la défence anti-oxydant ( GSH - GPX - GST)

- Peroxydation lipidique ( MDA )

Figure 17: Schéma récapitulatif de protocole expérimental.
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2. Déroulement de I’étude

L’¢tude s’est déroulée du 18/02/2017 au 28/03/2017. Aprés les démarches
administratives pour 1’obtention de 1’autorisation d’acces aux établissements, nous sommes
présentées et expliqué notre travail aux directeurs et au personnel des établissements

concernes.

2.1 Lieux de I’étude

L'étude a été réalisée au niveau de deux structures hospitalieres :

» L'établissement Public Hospitalier (EPH) Bouguerra Boulaares Bekarria - Tébessa.
> L'établissement Public Hospitalier (EPH)Alia Saleh - Tébessa

Les analyses ont été effectuées aux niveaux des trois laboratoires suivants :

> Laboratoire Centrale de I’EPH Alia Salah.
» Laboratoire Centrale de I’EPH Bouguerra Boulaares Bekarria.

» Laboratoire de biochimie de la faculté des SNV vie de L’Université De Tébessa.

2.2 Préenquéte

Dans le but de s’assurer que les questions sélectionnées soient pertinentes et pouvant
apporter 1’information recherchée en rapport avec notre problématique, le questionnaire
élaboré a été testé en réalisant une pré-enquéte (enquéte test) aupres de 10 sujets de notre
entourage (famille, voisins ...). Cette préenquéte nous a permis d’évaluer la pertinence des
questions posées. Les observations et les remarques des sujets interrogés ont été prises en
compte, certaines questions ont été modifiées. Ainsi le questionnaire définitif est devenu

plus clair, compréhensible et adapté au besoin de notre travail.

2.3 Questionnaire

Il s'agit d'un questionnaire d'enquéte par entretien. Avant chaque entretien, nous
avons expliqué a chaque sujet le but de notre étude. Une fois le consentement obtenu, les
sujets sont interviewés. L'entretien se terminait par les mesures anthropométriques (poids,
taille).Chaque sujet a été interrogé durant 5 a 10 minutes. Les patients qui ont accepté

d'étre enquétés ont fait I'objet d'un prélévement de sang veineux.

Ainsi le questionnaire final nous a permis de recueillir les données suivantes :
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» L'identification de la personne enquétée : (Date d’hospitalisation, confirmation du
diabete, type de diabéte. Ces informations ont été mentionnées sur les dossiers des
malades.)

» Informations sociodémographiques : Cette rubrique est consacrée aux renseignements
surs : I’age, le sexe, profession du patient, le lieu de résidence). Ce volet en plus de
fournir des informations importantes pour cette étude il nous a permis de se familiariser
avec les patients.

= Le tabagisme, D’activité physique et hérédité :Ces rubriques sont trés importantes
pour ce travail car chaque variable constitue un facteur de risque pour le diabéte. Les
données recueillies vont nous permettre d’étudier de pres la relation entre ces facteurs
de risqueet le diabete.

= | a taille : La mesure de la taille a été faite a I'aide d'un metre ruban de couturiére, le
sujet toujours pied nu et le long d'un mur plat, nous avons tracé la hauteur puis nous
avons mesuré avec le métre ruban (faute de la non disponibilité d'une toise).

» Le poids: La mesure du poids a été réalisée sur une pése personne "TIAN SHAN -
2003A" plage de mesure son capacité de 180 Kg (396 IB), sa précision est de 100 g
pour un kg, chaque sujet doit enlever les vétements lourds et les chaussures, se tenir
debout et droite sur la pése.

= Maladies associées : Ces rubriques sont trés importantes pour ce travail par ce qui nous
permet de connaitre si le patient souffre d’autres complications diabétiques comme
I’Hypertension artériel, maladie coronarienne, maladie des arteéres périphériques,
rétinopathie, maladie cérébrovasculaire, néphropathie diabétique, neuropathie

diabétique, etc.)

2.4 Le prélevement sanguin

Les prélevements ont été realisés classiqguement sur des patients a jeun entre 8h et
10h du matin, le sang veineux est récupéré sur deux tubes de préléevement contenant des
anticoagulants différents et un tube sec, selon les exigences des fiches techniques des

examens biochimiques a réaliser :

» Un tube a EDTA comme anticoagulant, pour le HbA1C.
» Un tube hépariné pour le dosage des parameétres biochimiques (protéines sériques,

ionogramme et autres dosages ...).
Aprés avoir effectué le bilan biochimique, le reste de sérum des tubes sec et le sang des

tubes EDTA et hépariné ont été transmis au congelateur dans le laboratoire de la fac pour
conservation a -80 C° pour le dosage de bilan de stress oxydant.
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2.5 Lotissement :

Les sujets sont répartis en 3 lots :
Lot Témoins : sains constitués des sujets normaux (n =20/ 103 + 109).
Lot DID : constitué des sujets qui ont un diabéte insulinodépendant (n =20/ 103 + 109).

Lot DNID : constitué des sujets qui ont un diabete non-insulinodépendant (n = 20 / 103" +

109).

3. Reéalisation du dosage des parameétres biologiques :

Le sérum récupéré par centrifugation est déposé dans un analyseur automatique de
marque (Mindray BS-200) et le résultat est affiché sur I'écran, ensuite il est imprimé par

une imprimante attachée a l'automate.

3.1 Méthodes des parameétres biochimiques
3.1.1 Glycémie
Principe

Les mesures sont réalisées sur du sérum par la méthode a la GOD et la fiche
technique Spinreact. Le glucose est transformé par la glucose oxydase (GOD) en acide
gluconique et peroxyde d’hydrogene (H202). Ce dernier, en présence de peroxydase
(POD), oxyde le chromogéne incolore (4-aminophénazone) en un composé coloré en rouge
(quinoneimine) (Kaplan, 1984 ; Trinder, 1969), selon les réactions suivantes : 3

GOD
—D-Glucose + O, + H, O —> Acide gluconique + H, O

PODO
H,O + Phénol + 4-aminophénazone __,  Quinone + H,O

Dans un tube sec 10 pl sérum d’échantillon sont ajoutes a 1ml de réactif de glucose
[(GOD : 1500U/L, POD : 1000 U/L, 4 aminophénazone : 2.6 m.mol/l) dissout dans un
tampon tris pH 7.4 contenant 3 mmol/l du phénol], incubation a 37°C pendant 10 minutes,
lecture contre un blancréactif a 500 nm avec utilisation d’un étalon.

Calculs

(A) Echantillon
[Glucose] (mg/dl) = x 10 (concentration d’étalon)
(A) L’étalon




[METHODOLOGIE]

3.1.2 Hémoglobine glycosylée
Principe

Cette méthode de Spinreact utilise I'interaction entre I'antigéne et I'anticorps, afin de
déterminer directement la HbAlc totale dans le sang. L'hémoglobine totale et la HbAlc ont
la méme absorption non spécifique pour les particules de latex. En cas d'ajout de I'anticorps
monoclonal anti-HbAlc(souris) (R2), un complexe latex - HbAlc - anticorps HbAlc de
souris est formé. Une agglutination a lieu lorsque I'anticorps polyclonal IgG de chevre
antisouris interagit avec l'anticorps monoclonal. La quantité d'agglutination est
proportionnelle a la quantité de HbAlc absorbée sur la surface des particules de latex. La
quantité d'agglutination est mesurée comme absorbance. La valeur de HbAlc est obtenue a

partir de la courbe d'étalonnage (American diabetes association, 2001).

Méthode

— On Ajuste le spectrophotomeétre a zéro par rapport a I'eau distillée.

— On prend R1 360 pL (Anticorps monoclonal anti-HbAlc (souris) 0,05 mg/mL,
anticorps polyclonal IgG de chévre anti-souris 0,08 mg/dL) + échantillon (uL) 10

— Meélanger et incuber pendant 5 minutes a température ambiante.

— Onrajoute R2 120 uL

— Mélanger et lire I'absorbance (A) a 660 nm, 5 minutes apres l'ajout du Réactif R2.
(Tietz, 1999)

Calculs

On Représente I'absorbance (A) obtenue par rapport aux concentrations de HbAlc
de chaque Calibrateur (du 1 au 4). Le pourcentage de HbAlc dans I'échantillon est calculé

par interpolation de son absorbance (A) dans la cuve d'étalonnage.

3.1.3 Cholestérol total

Principe

Méthode colorimétrique selon la fiche technique Spinreact.Le cholestérol présent
dans le sérum se transforme en composé coloré selon les réactionssuivantes (Naito et
Kaplan, 1984) :

Cholestérol estérase
Esters de cholestérol + H ,0 » cholestérol + acides gras
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Cholesterol oxydase

Cholesterol + 0, » cholestenone+ H, O,
POD

4 aminophénazone+ 2H , O ,+ phénol —» Quinoneimine + 4HO

Methode

Dans un tube sec 10ul d’échantillon (sérum) sont additionnes a Iml de réactif de travail
[R2(Cholestérol estérase : 300 U/L, Cholestérol oxydase : 300 U/L, Peroxydase (POD) :
1250UIL,

4- aminophénazone: 0.4 mmol/l) dissout dans le tampon ; R1(PIPESpH6.9 : 96
mmol/l,phénol : 26 mmol/l)], agitation, incubation a 37°C pendant 05minutes. Lecture de
la densitéoptique a A=505 nm contre un blanc réactif en utilisant un tube étalon.

Calculs

(A) échantillon
[Cholestérol](mg/dl) = x 200 (concentration de 1’étalon)
(A) Etalon

Facteur de conversion : mg/dl x 0.0258 = mmol/L
3.1.4 Triglycérides
Pricipe

Détermination quantitative des triglycérides sériques par une méthode enzymatique
colorimétrique a la GPO-POD selon la fiche technique Spinreact. Hydrolyse des
triglycérides par les lipoprotéinelipases (LPL) avec libération du glycérol et acides gras
libres. Le glycérol est convertis en glycérol-3- phosphate et adénosine di phosphate ADP
par la glycerol kinase et ’ATP. Le G3P est converti par GPDH en dihydroxyacétone
phosphate et HO. Ce dernier réagit avec le 4- aminophénazone et pchlorophenol en
présence de peroxydase (POD) pour donner une coloration rouge selon les réactions
(Buccolo, 1973) :

Lipoprotéinelipase
Triglycérides + H,0 » Glycérol + Acides gras libres

Glyceérol kinase
Glycérol + ATP » Glycérol-3- phosphate + ADP

Gly-3-P oxydase
Glycérol-3-p + 0, » 2H, 0,+ Dihydroxyacétone-P

POD
4- aminophénazone + p-chlorophénol +H20 ———————» Quinone (coloré) + H,0 + HCI
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Meéthode

Dans un tube sec 10ul d’échantillon (sérum) sont additionnes a Iml de réactif de
travail [R2 (Lipoprotéine lipase (LPL) :150 000U/L, Glycérokinase (GK) : 500 UIL,
Glycérol-3Poxydase (GPO) : 2500 U/L, Peroxydase (POD) : 440 U/L, 4- aminophénazone
(4-AP) : 0.1 mmol : I, ATP : 0.1 mmol/l) dissout dans le tampon ; R1(GOODpH?7.5 : 50
mmol/l, pchlorophénol : 2 mmol/l)], agitation, incubation a 37°C pendant O5minutes.

Lecture de la densité optique a A=505 nm contre un blanc réactif en utilisant un tube étalon

Calculs
(A) échantillon
[Triglycérides] (mg/dl) = x 200 (concentration de 1’étalon)
(A) etalon
Facteur de conversion : mg/DI x 0.0258 = mmol/L.
3.1.5 HDL-c
Principe

Les lipoprotéines de trés basse densité (VLDL), et de basse densité (LDL)
présentent dans le sérum ou le plasma sont précipitées par le phosphotyngstate en présence
des ions magnésium.

Aprés centrifugation le surnageant contient les lipoprotéines de haute densité
(HDL). Cette fraction (HDL-C) est déterminée en utilisant le réactif et le protocole de
dosage du cholestérol total (Naito et Kaplan, 1984 ; Grove, 1979).

Méthode

Dans un tube sec 100ul de réactif de précipitation des LDL et VLDL (acide
phosphotyngstique :14 mmol/l, magnésium chloride : 2 mmol/l) sont additionnés a 1ml de
sérum. Agitation puis incubation pendant 10min a température ambiante, centrifugation a
4000 t/min (rpm) pendant 20 min. le surnageant est utilisé comme échantillon pour le
dosage du cholestérol T = HDL-c.

3.1.6 LDL-c

Le calcule de LDL-Cholestérol est effectué par la formule de Friedewald
(Friedewald et al., 1972).
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3.1.7 Urée sanguine
Principe

Le dosage est realiseé sur le sérum par la méthode colorimétrique utilisant 1’uréase
selon la fiche technique Spinréact.

L’uréase hydrolyse 1'urée en ammoniaque (NH*,)et le dioxyde de carbone (CO,",).
Les ions réagissent avec le salicylate et I’hypochlorite (NaClO), en présence de

nitroprusside pour former 1’indophénol de couleur verte (Kaplan et al., 1984), selon les

réactions :
Uréase
Urée + H ,0 » (NH*,) ,+CO,
Nitroprusside
NH*,+ Salicylate +NaOCI » Indophénol
Méthode

Dans un tube sec 10ul d’échantillon sont additionnes a Iml de réactif 1 [ urease
30000 U/L dissoute dans un tampon phosphate pH=6.7 : 50mmol/l contenant (EDTA :
2mmol/l, salicylate de sodium : 400mmol/l, nitroprusside de sodium : 10mmol/l)] ,
agitation, incubationa 37°C pendant 5 minutes , ensuite 1ml de réactif 2 (hypochlorite de
sodium : 140mmol/l, hydroxyde de sodium : 150 mmol/l) est ajouté au mélange, ,
agitation, incubation a 37°C pendant 5 minutes, lecture contre un blanc réactif a 580 nm
avec utilisation d’un étalon.
Calculs

(A) Echantillon
[Urée] (mg/dl) = x 50 (concentration de 1’étalon)
(A)Etalon

3.1.8 Créatinine
Principe

Ce dosage est base sur la réaction de la créatinine avec 1’acide picrique en milieu
alcalin (NaOH) pour donner un composé coloré en rouge selon la réaction de Jaffe
(Murray et al., 1984) et la fiche technique Spinreact.
Méthode

100 pul d’échantillon (sérum) sont ajoutes a Iml de réactif de travail [V/V : R1 :
17.5 mmol/l d’acide picrique + R2 :0.29 mmol/l d’hydroxyde de sodium], agitation, lecture
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de I’absorbance (A1) aprés 30 secondes et aprés 90 secondes (A2), a une longueur d’onde
492 nm.
Calculs
nm.AA = A2 - Al
AA échantillon

[Créatinine] (mg/dl) = x 2 (concentration de 1’étalon)
AA Etalon

3.1.9 Acide urique

Principe

L’acide urique est oxydé par l'uricase a ’allantoine et le peroxyde d’hydrogene
(2H202) qui, en présence de la peroxydase (POD), 4-aminophénazone (4-AF) et du 2-4
Dicloropheénol sulphonate (DCPS) forme un composeé rosace(Schultz A., Kaplan A et al.,
1984)

uricase
Acide urique + 2H,0+ 02 —  Allantoine + CO2 + 2H20>

POD
2H20; + 4-AF + DCPS —  Quinonaimine + 4H,0

L’intensité de quinonaimine rouge formée est proportionnelle a la concentration
d’acide urique présente dans 1’échantillon testé.

Réactifs et méthodes

R1 Tampon :

(Phosphates pH 7,4 50 mmol/L) + (2-4 Diclorophénol sulphonate (DCPS) 4 mmol/L)

R 2 Enzymes :

(Uricase+ 60 U/L) + (Peroxidase POD 660U/L) + (Ascorbate oxydase 200U/L) +

(Ascorbate oxydase 1 mmol/L)

- 1 mL RT + 25 pL Echantillon mélanger et incuber pendant 5 minutes a 37°C ou 10
minutes a 15- 25°C.
- Lire I’absorbation (a) du patron et I’échantillon 520 nm, en comparaison avec le

blanc du réactif. La couleur reste stable pendant au moins 30 minutes.
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Calculs

(A) Echantillon - (A) Blanc

x 6 (concentration de 1’étalon) = mg/dL d’acide urique dans
(A) Etalon- (A) Blanc
L’échantillon.

Urine de 24h ;

(A) Echantillon - (A) Blanc

X6 X vol. (dL) urine/24h = mg/24h d’acide urique.
(A) Etalon - (A) Blanc

Facteur de conversion : mg/dL x 59.5 = umol/L.

3.1.10 TGO

Principe

Méthode cinétiqgue de dosage des transaminases sériques selon la fiche technique
Spinreact.L’aspartate ~ aminotransferase = (AST) appelee  aussi  Transaminase
glutamateoxaloacétate. Le (TGO) catalyse le transfert réversible d'un groupe aminé a partir
de l'aspartate au a-cétoglutarate formant le glutamate et I'oxaloacétate. L'oxaloacétate est
réduit au malate par la malate déshydrogénase (MDH) et le NADH,H (Murray, 1984):

AST
Aspartate + o —cétoglutarate —» glutamate + oxaloacétate

MDH
Oxaloacétate + NADH+ H » Malate + NAD

>

Méthode et calculs
Dans un tube sec 100ul d’échantillon (sérum) sont additionnes a 1ml de réactif de travail
- [R2 (NADH : 0.18mmol/lactate déshydrogénase :800 U/L, Malate
déshydrogénase(MDH) : 600 U/L, a cétoglutarate: 12 mmol/l) dissout dans le
tampon ; R1(TRIS pH7.8 : 80 mmol/l, L)]
— Aspartate : 200 mmol/l)], agitation, incubation pendant 01 minutes. Lecture de
I’absorbance (A) a A=340 nm chaque minute pendant 03 minutes.

AA/min X 1750 = U/L de TGO
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3.1.11 TGP
Principe
Méthode cinétique de dosage des transaminases sériques selon la fiche technique Spinreact.

Alanine aminotransférase (ALT) ou Glutamate pyruvate transaminases (TGP) catalyse le
transfert réversible de groupement amine de 1’alanine a 1’a- cétoglutarate formant le
glutamate et pyruvate. Ce dernier est réduit en lactate par I’enzyme lactate déshydrogénase
(LDH) et le NADH selon les réactions (Murray, 1984) :

ALT
a —cétoglutarate + L- alanine » glutamate + pyruvate

LDH
Pyruvate + NADH+ H* » L — lactate + NAD

Méthode et claculs
Dans un tube sec 100ul d’échantillon (sérum) sont additionnes a 1 ml de réactif de
travail [R2 (NADH :0.18mmol/lactate déshydrogénase :1200 U/L, o cétoglutarate : 15
mmol/l) dissout dans le tampon ; R1(TRIS pH7.8 : 80 mmol/l, L-Alanine: 500 mmol/l)],
agitation, incubation pendant 01 minutes. Lecture de 1’absorbance (A) a A=340 nm chaque
minute pendant 03 minutes.
AA/min X 1750 = U/L de TGP

3.1.12 Bilirubine totale et direct
Principe

La bilirubine réagit avec I’acide sulfanilique diazote a pH acide pour produire
’azobilirubine. Cette réaction est instantanée avec la bilirubine directe (la bilirubine
conjuguée), par contre avec la bilirubine totale (bilirubine non conjuguée) elle est indirecte
nécessite la solubilisation par le diméthylsulfoxide (DMSO). (En absence de DMSO, seule
la bilirubine directe réagit). L’intensit¢ de la coloration est proportionnelle a la
concentration de la bilirubine dans 1’échantillon (Malloy et al., 1937 ; Kaplan et al.,
1984), selon la fiche technique Spinreact.
Réactifs et méthodes
R1(BD) : 30mmol/l d’acide sulfanilique + 150 mmol/l d’acide hydrochlorique. R2 (BT)
:30mmol/l d’acide sulfanilique + 150 mmol/l d’acide hydrochlorique + 7mmol/l DMSO.

R3 : 29 mmol/I de nitrite de sodium.
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Pour les deux dosages la réaction se fait en présence d’un blanc échantillon
contenant le réactif de travail (R1 ouR2) avec 100 ul d’échantillon. Alors que le tube essai
contient enplus de réactif lou 2 et échantillon (sérum) le R3 (50ul). Agitation, incubation
pendant 05min a

Température ambiante, lecture a une longueur d’onde A= 555nm.

Calculs
(A)Echantillon — (A) blanc échantillon

[Bilirubine](mg/dl) = - X [étalon]
(A) Etalon - (A) blanc échantillon

Facteur de conversion : mg/dl x 17.1 = pmol/L

3.1.13 Phosphatase alcaline
Principe
La phosphatase alcaline (PAL) catalyse I’hydrolyse de p-nitrophenyl phosphate a pH 10.4,
en libérant p-nitrophénol et le phosphate (Wenger et al., 1984),selon la réaction :
PAL
p-nitrophenyl+ H, O » phosphate + p-nitrophenol + phosphate

La formation de p-nitrophénol est mesurée photométriquement, ou elle est
proportionnelle al’activité catalytique de la phosphatase alcaline dans le sérum selon la
fiche technique Spinreact.

Méthode et calculs

Dans un tube sec 20 pl d’échantillon (sérum) sont additionnés a 1.2 ml de réactif de travail
[R2 (o Nitrophénylphosphate : 10 mmol/l), dissout dans le tampon ; R1 (Diéthanolamine
pH10.4 : 1 mmol/l, Chloride se magnésium :0.5 mmol/l)], agitation, incubation pendant 01
minutes. Lecture de 1’absorbance (A) a A=405 nm chaque minute pendant 03 minutes.
AA/min X 3300 = U/L de ALP

3.1.14 Protéines totales

Principe

En milieu alcalin, les protéines donnent une couleur violette/bleue en présence de

sels de cuivre, ces sels contiennent de 1’iodure qui agit comme un antioxydant.
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L’intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de protéines

totales dans 1’échantillon testé (koller, 1984)
Méthode et calculs

(R) Biuret : (Tartrate de potassium de sodium 15 mmol/L + lodure de sodium100 mmol/L
+ lodure de potassium5 mmol/L + Sulfate de cuivre (II) 5 mmol/L + Hydroxyde de
sodium1000 mmol/L)

- 1 mL (R)+ 25 pL (Echantillon) mélanger et incuber 5 minutes a 37°C ou 10 minutes
a température ambiante.

- Lire I’absorbation (A) du patron et 1’échantillon 540 nm., en comparais on avec le
blanc du réactif. La couleur reste stable pendant au moins 30 minutes.

(A)Echantillon— (A) blanc
X 7 [étalon conc.] = g/dL de protéines totales.

(A)étalon - (A) blanc étalon

3.1.15 Albumine

Principe

L’albumine se combine au vert de bromocrésol, a pH 1égérement acide, entrainant
un changement de couleur de I’indice, passant du jaune-vert au vert-bleuté, et
proportionnel a la concentration d'albumine présente dans 1’échantillon testé(Gendler S.

Kaplan A et al., 1984).
Réactif et méthode
(R) : Vert de bromocrésol (pH 4,2 0,12 mmol/L)

- 1 mL (R)+ 5 pL (Echantillon) mélanger et incuber 5 minutes a 37°C ou 10 minutes
a température ambiante.
- Lire I’absorbation (A) du patron et I’échantillon 630 nm., en comparais on avec le

blanc du réactif. La couleur reste stable pendant 1 heure a température ambiante.

Calculs

(A)Echantillon— (A) blanc
x5 [étalon conc.] = g/dL d’albumine dans 1’échantillon

(A)étalon - (A) blanc étalon

Facteur de conversion: g/dL x 144,9 = pmol/
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3.2 Parametres de stress oxydatif
3.2.1 Glutathion peroxydase (GPx)
Principe

L’activit¢ enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) a été mesurée par la
méthode de (Flohe et Gunzler 1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde
d’hydrogeéne (HO) en présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en

(GSSG) sous I'influence de la GPx selon la réaction suivante :

H202 + 2GSH » GSSG + 2H20

Méthode et calculs
Dans un tube sec, 0.2 ml de surnageant est additionnée a 0.4 ml de GSH a 0.1 mM

(réaction enzymatique) + 0.2 ml de KNaHPO a 0.067 M (tampon d'extraction pH 7.8). Le
tube blanc contient 0.4 ml de GSH + 0.2 ml de KNaHPO (réaction non enzymatique).
Incubation au bain marie a 25° C pendant 05 min puis addition de 0.2 ml d’'H O (1.3mM)
pour initier la réaction. Incubation 10 min. addition de 1ml de TCA 1% T pour arréter la
réaction. Le mélange se met dans la glace pendant 30 min. Centrifugation durant 10 min a
3000t/min. 0.48 ml de surnageant sont placés dans une cuve est additionnés de 2.2 ml de
HPO 4 0.32 M + 0.32 ml de DTNB a 1mM. Mesure de la densité optique & 412 nm dans les
05 min.
La détermination (calcule) de I'activité de la GPx se fait de la fagon suivante :
Activité de GSH consommée / min / gr de protéine

— Blanc = 0.04 micro mole de GSH réduit ----- DOb

— Extrait=0.04// I ------ DOe

Donc la concentration de GSH réduit qui sera oxydée (disparue) = DOe -DOb

(DOe-DODb) x 0.04
X = = quantité de GSH réduite disparue (oxydée).
DOb

5

L’activite de la GPx = La quantité de GSH réduit disparue X=
La concentration de protéine
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3.2.2 Glutathion (GSH forme réduite)
Principe

Le dosage du glutathion est réalisé selon la méthode de (Weekbeker et Cory,
1988). Le principe de ce dosage repose sur la mesure de I’absorbance optique de 1’acide 2-
nitro-5- mercapturique qui résulte de la réduction de I’acide 5,5 dithio-bis-2-
nitrobenzoique (DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela on réalise une
déprotéinisation (par l'acide sulfosalyciliqgue 0.25%) afin de garder uniquement les
groupements (-SH) spécifique du glutathion.
Méthode et calculs

Les échantillons (Sérum ou Hémolyséat) sont mis séparément en présence de 8 ml
de solution d’EDTA (Acide Ethyléne Diamine Tetra Acétique) a 0.02 M. Une fois préparé
I’échantillon, il doit subir une déprotéinisation : 0.8 ml de I’homogénat auquel est ajoute
0.2 ml d'une solution d'acide sulfosalycilique (SSA) a 0.25%. Agitation, incubation dans
un bain de glace pendant 15 minutes. Centrifugation 1000rpm pendant 5 minutes. 0.5 ml
de surnageant au quel est ajouté 1 ml de tampon Tris-HCI + EDTA(0.02M) pH 9.6.
Agitation et addition de 0.025 ml de DTNB a 0.01M dissout dans le méthanol absolu.

Incubation 5 minutes a température ambiante puis lecture de la DO a A= 412 nm.

= nM GSH /mg Prt
131000 x0.8x0.5mg Prt

— DO : Densité optique.

— 1: Volume total des solutions utilisées de la déprotéinisation (0.8 ml homogénat +
0.2 mISSA).

— 1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du
surnageant(0.5 ml surnageant + 1 ml Tris —-EDTA + 0.025 ml| DTNB)

— 13100 : Coefficient d'absorbance (contenant le groupement —SH a 412 nm).

— 0.8: Volume de I'homogénat aprés déprotéinisation trouvé dans un 1 ml.

— 0.5 : Volume du surnageant trouvé dans un 1.525 ml.

— On note que la concentration de GSH est mesurée par apport a 1 mg de
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3.2.3 Glutathion S-transférase (GST)

Principe

La mesure de I’activité de la glutathion S- transférase (GST) est déterminée selon la
méthode de (Habig et al, 1974). Elle est basée sur la réaction de conjugaison entre la GST
et un substrat, le CDNB (1-Chloro2 ,4 di nitrobenzéne) en présence d’un cofacteur le
glutathion (GSH), la conjugaison entraine la formation d’une molécule novelle ; 1-S-

Glutathionyl 2-4 Dinitrobenzéne permettant de mesurer 1’activité de GST selon la réaction

suivante :
Cl
NO:2
GSH + GST > O,N sG +CI"+H-
NO.
NO, .
CDNB GS-DNP

Méthode et calculs

La valeur de la densité optique mesurée est directement proportionnelle a la
quantité de conjugué formé elle-méme liée a I’intensité de 1’activité GST. Les échantillons
sont homogénéisés dans 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH 6). L’homogénat est
centrifugé a 1400 t/min pendant 30 min et le surnageant récupéré servira comme source
d’enzymes. Le dosage consiste a faire réagir 200 pl du surnageant avec 1.2 ml du mélange
CDNB (1ImM), GSH (5mM) [20.26 mg CDNB, 153.65 mg GSH, 1 ml éthanol, 100 ml
tampon phosphate (0.1M, p H 6)]. La lecture des absorbances est effectuée pendant une
minute et chaque 15 secondes a une longueur d’onde de 340 nm contre un blanc contenant

200 pl d’eau distillée remplagant la quantité de surnageant.

3.2.4 Malonyldialdehyde (MDA)
Principe

Le MDA peut étre détecté par une réaction colorimétrique a 1’acide thiobarbiturique
(TBA). La détection du MDA issue de la degradation des acides gras polyinsaturés a 3 ou
4 doubles liaisons peroxydées, constitue une méthode trés sensible pour déterminer une

lipoperoxydation in vitro. Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode d’(Esterbauer et
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al. 1992). Le principe de ce dosage est basé sur la condensation de MDA en milieu acide et
a chaud avec I’acide thiobarbiturique, pour former un pigment (rose). Ce chromogene peut

étre donc mesuré par spectrophotométrie a 530 nm (figure 18).
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Figure 18 : Réaction du dialdéhyde malonique avec 1’acide thiobarbiturique.

Méthode et calculs

Dans un tube sec ,375 ul de ’homogénat (surnageant), sont additionnés a 150 pl de
la solution tampon TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.4) plus 375 ul de la solution
TCA BHT (TCA 20%, BHT 1%), agitation puis centrifugation a 1000 tours/min pendant
10 min. Prélévement de 400 pl du surnageant auquel est ajouté 80 ul d’HCI 0.6M plus 320
ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mM, TBA 120 mM), agitation puis incubation au bain
marie a une température de 80°C pendant 10 minutes. Lecture de la densité optique a
A=530 nm. La concentration du MDA est calculée selon la loi de Beer-Lambert (DO =
E.CL):

DO.10°

C (nmol/mg de protéine) =
E.L. X. Fd

- C: Concentration en n.moles /mg de protéines ;

- DO : Densité optique lue a 530 nm ;

g : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 105 M-1 cm-1 ;
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm ;

- X : Concentration de I’échantillon en protéines (mg/ml) ;

- Fd : Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
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4. Etude statistique

La saisie et le traitement des données ont été réalisés a l'aide des logiciels :

+ Microsoft Excel(2016). 2@ﬂ6
+ MINITAB(V. 17.0). m Minitab 17

Les résultats sont en moyenne + écart type moyenne. Nous avons utilisé le test « t »
de(Student a 2 échantillons) pour les comparaisons statistiques. Les résultats sont exprimés

en moyenne + un écart-type moyen (SEM), avec un seuil de significativité p < 0,05.




Résultats
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Résultats

cette étude sont présentés dans les (Tableau 3), et (Tableau 4).

Les résultats du bilan biochimique sanguin complet et de la défense antioxydant de

Tableau 3 :Variation de la concentration des parametres biochimiques chez les diabétiques

DID et DNID par rapport aux témoins sains.

Parameétres Témoin DID DNID
Biochimiques [n = 20] [n = 20] [n = 20]
Bilan Glycémie a jeun (g/L) 0,854 + 0,017 1,505 £ 0,025*** 1,204 + 0,087***
Glucidiqu HbA1c (%) 4,859 + 0,067 6,819 + 0,14*** 6,42 + 0,41***
e
Cholesteérol total (g/L) 1,526 + 0,06 1,808 £ 0,076** 1,737 £0,061*
_ Triglycérides (g/L) 0,7 + 0,026 1,144 £ 0,11*** 1,003 + 0,11**
Bilan  ypy) ¢ (giL) 0,521 +0,0071  0,5983 + 0,5345 + 0,0067
Lipidique 0,0074%**
LDL-c (g/L) 0,88 £ 0.02 0,979 £ 0.017** 1,004 £ 0.02**
Bilan  Urée (g/L) 0,262+0,016  0.3002 % 0.017 0,427 + 0,011%**
Rénal Créatinine &' (mg/L) 8,64 £ 0,46 9,83 £ 0,66 9,7+0,87
Créatinine @ (mg/L) 7,654 +0,16 8,08 £ 0,35 12,11 £ 0,18***
Acide urique (g/L) 41,7+0.18 32,4 + 0,55%** 43,4 + 0,46%*
TGO(UI/L) 20,72 £ 0,20 22,1 £0,27*%** 22,14 + 0.3***
TGP(UI/L) 16,44 £ 1 21,8 +1,9* 182+19
. Bilirubine totale (mg/L) 6,48 £ 0,72 587+0,5 5,42 £ 0,45
HEAQE‘QU Bilirubine directe (mg/L) ~ 1,132+0,098 1,06 % 0,044 0,858 + 0,052*
e Phosphatases 159 + 8,6 179,4 £14 1558 £ 11
alcalines(UI/L)
Protéines totale (g/L) 61,54 + 0,33 64,5 £ 0,29*** 64,88 £ 0,47***
Albumine (g/L) 37,19+ 0,73 42,21 + 0,55*** 39,28 + 0,37*

Tableau 4: Variation des parametres de la défense antioxydante (GPx, GSH et GST) et un
parametre de la peroxydation lipidique (MDA) dans le sérum et I'némolysat chez les
diabétiques DID et DNID par rapport aux témoins sains.

Parametres Témoin DID DNID
[n=20] [n =20] [n =20]

GPx (nmol/g prot) 1,639 +0,047 1,167 £0,084** 1,942 +0,086**

% GSH (nmol/g prot) *10°3 13,01 £ 0,75 7,25 £ 0,54*** 6,56 +0,92***

% GST (nmol/min/g prot) 7,019 £ 0,15 15,291 + 0,10*** 10,486 +£0,078***
MDA (nmol/g prot) 3,46 + 0,42 4,22 +0,22 3,57 +0,45

«  GPX (nmol/g prot) 10,385+ 0,11 12,075+ 0,16*** 12,164 £0,12***

%‘ GSH (nmol/g prot) *10° 3,818 £ 0,16 3,28 +0,10** 3,301 +£0,18*

g " GST (nmol/min/g prot) 3,709 £0,14 2,21 £0,21%** 2,48 £0,42**

L MDA (nmol/g prot) 13,725+ 0,15 18,702 + 0,10*** 16,87 +0,11***
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1. Parameétres biochimiques
1.1. Exploration du bilan glucidique
Une augmentation de la glycémie a jeun et de HbAlc a été observée (Tableau 5),
(Figure 19) chez les diabétiques de type 1 et 2 par rapport aux sujets témoins avec une

différence trés hautement significative (P<0,001), mais reste toujours pré des normes.

Tableau 5: Variation de la concentration sérique du glucose et HbAlc chez les sujets
témoins et les diabétiques DID et DNID.

Parametres Témoin DID DNID
Biochimiques [n = 20] [n = 20] [n = 20]
Bilan Glycémie ajeun (g/l) 0,854+ 0,017 1,505 + 0,025%**1 1,204+0,087%*%*1
Glucidique  HbA1c (%) 4,859+ 0,067 6,819 +0,14%** 6,42+ 0,41%**1

P = Seuil de signification.

*= Différence significative.

**= Différence hautement significative.
***= Différence tres hautement significative.
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Figure 19 : Variation de la concentration sérique du glucose et de I'HbAlc chez les
diabétiques DID et DNID par rapport aux témoins sains.

1.2. Exploration de bilan lipidique
Nos résultats montrent une augmentation hautement significative (P < 0,01) de la
concentration sérique de Cholestérol Total chez les DID et une augmentation significative

(P <0,05) pour les DNID par rapport aux sujets témoins sains. (Tableau 6), (Figure 20).

Une augmentation trés hautement significative (P < 0,001) des triglycérides sanguins
et hautement significative (P < 0,01) chez les DID et hautement significative (P <0,01)

chez les DNID par rapport aux sujets témoins sains. (Tableau 6), (Figure 20).
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L'HDL-c a été trouvé élevé chez les DID (P <0,001) par rapport aux témoins et pas
de différence chez les DNID.(Tableau 6), (Figure 20).

Une élévation de la concentration sérique de I'LDL-c avec une différence hautement
significative (P< 0,01) chez les patients DID et DNID par rapport aux sujets témoins sains.
(Tableau 6), (Figure 20).

Tableau 6 : Variation de la concentration sérique de Cholestérol Total, Triglycérides,
HDL-c et d'LDL-c chez les diabétiques de type 1 et 2 par rapport aux témoins sains.

Paramétres Témoin DID DNID
Biochimiques [n =20] [n = 20] [n = 20]
) Cholestérol total (g/l) 1,526 + 0,06 1,808 + 0,076**1 1,737 £ 0,061*1
Bilan Triglycérides (g/l) 0,7 0,026 1,144 + 0,11%%%1 1,003 + 0,11%*1
Lipidique  pyp) ¢ () 0,521 +0,0071 0,5983 +0,0074***1 0,5345 + 0,0067
LDL-c (g/l) 0,88 + 0,037 0,979 £ 0,017%*1 1,004 + 0,02%*1
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Figure 20 : Variation de la concentration sérique des parametres du bilan lipidique chez
les diabétiques DID et DNID par rapport aux témoins sains.
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1.3. Bilan Rénal
Une augmentation de l'urémie avec une différence trés hautement significative
(P<0,001) a été observé chez le lot DNID par rapport aux témoins, pas de différence pour

le DID par rapport aux témoins (Tableau 7), (Figure 21).

Pas de difféerence significative pour la créatinine chez les hommes diabétiques (DID
et DNID) par rapport aux témoins et chez les femmes on a observé aucune signification
pour le DID, mais une augmentation trés hautement significative pour les femmes
diabétiques DNID (Tableau 7), (Figure 21).

On observe une diminution trés hautement significative (P< 0,001) de l'uricémie
chez les DID et une augmentation hautement (P <0,01) significative pour les DNID par

rapport aux sujets témoins sains (Tableau 7), (Figure 21).

Tableau 7 : Variations des concentrations sériques des paramétres du bilan rénal chez les
diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins sains.

Parameétres Temoin DID DNID
Biochimiques [n = 20] [n = 20] [n = 20]
Urée (g/l) 0,262 +0,016  0.3002 £ 0.017 0,427 £ 0,011%%**1
Bilan Créatinine &' (mg/1) 8,64 £ 0,46 9,83+ 0,66 9,7+0,87
Rénal Créatinine @ (mg/1) 7,654 £ 0,16 8,08 £ 0,35 12,11 £ 0,18***1
Acide urique (g/l) 41,7 +0.18 32,4 + 0,55%%* | 43,4 +0,46%*1
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Figure 21 : Variation de la concentration des sérique des parametres du bilan rénal chez

les diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins sains.

1.4, Bilan Hepatique
Une augmentation avec une différence trés hautement significative (P< 0,001) de
I'activité enzymatique TGO, a été observé chez les diabétiques DID et DNID par rapport
aux témoins sains, de méme l'augmentation de la TGP chez les DID est significative (P
<0,05) par rapport aux sujets témoins (reste toujours dans les normes) et pas de

signification chez les DNID (Tableau 8), (Figure 22).

Concernant les taux de la bilirubine Total et Directe, Nos résultats ne montre
aucune signification pour la Bilirubine Total, alors nous avons enregistré une diminution
significative (P <0,05) de la Bilirubine Directe chez les DNID par rapport aux sujets
témoins (Tableau 8), (Figure 23).

Une augmentation trés hautement significative (P<0,001) des Protéines Totales a été
enregistré chez les deux types de diabéte, de méme on a enregistré une augmentation trés

hautement significative de I'Albumine sérique chez les diabétiques de type 1 (DID)
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et pas de différence chez les DNID de méme que pour la phosphatase alcaline (Tableau 8),
(Figure 23).

Tableau 8 : Variation des parametres du bilan hépatique chez les diabétiques (DID et

DNID) par rapport aux témoins sains.

Parametres Témoin DID DNID
Biochimiques [n =20] [n =20] [n = 20]
TGO (UI/L) 20,72 £ 0,20 22,1 £0,27*%*%1 22,14 £ 0.3***1
TGP (UI/L) 16,44 + 1 21,8+1,9%1 182+1,9
Bilan Bilirubine totale (mg/l) 6,48 £0,72 587+0,5 5,42 £0,45
Hépatique Bilirubine directe (mg/l) 1,132 +0,098 1,06 £ 0,044 0,858 + 0,052*
Phosphatase alcaline(UI/L) 159 £ 8,6 179,4 £14 1558 +11
Protéines totales (g/l) 61,54 £ 0,33 64,5 £ 0,29%**1 64,88 £ 0,47***1
Albumine (g/l) 37,19+0,73 42,21 £ 0,55%**1 39,28 £ 0,37%1
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Figure 22 : Variation de l'activité des transaminases sériques chez les diabétiques (DID et

DNID) par rapport aux témoins sains.
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Figure 23 : Variation des concentrations sériques de Bilirubine Total, Direct, Protéines
Totales, Albumine et la Phosphatase Alcaline chez les diabétiques de type 1 et 2 par

rapport aux témoins sains.
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2. Parameétres de la défense antioxydante et la peroxydation lipidique

Dans le sérum on a enregistré une diminution trés hautement significative (P <0,001)

de l'activité enzymatique de la GPx chez les DID et une augmentation tres hautement

significative chez les DNID. La concentration de GSH a été enregistrée une diminution tres

hautement significative chez les diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins, alors

que l'activité enzymatique de la GST a enregistré une augmentation tres hautement

significative chez le DID et le DNID par rapport aux sujets témoins sains. Pour le

parametre de la peroxydation lipidique (MDA), nous avons enregistré aucune signification

entre les diabétiques et les témoins (Tableau 9), (Figure 24).

Tableau 9 : Variation sérique des parameétres de la défense antioxydante et de la
peroxydation lipidique chez les diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins sains.

Paramatres Témoin DID DNID
[n = 20] [n = 20] [n = 20]

GPx (nmol/g prot) 1,639 + 0,047 1,167 + 0,084%* 1,942 + 0,086**1
§ GSH (nmol/g prot) *10° 13,01 £ 0,75 7,25 £ 0,54%%%* | 6,56 + 0,92%**|
% GST (nmol/min/g prot) 7,019 £ 0,15 15,291 £ 0,10%**1 10,486+0,078***1

MDA (nmol/g prot) 3,46 + 0,42 4,22 +0,22 3,57 +0,45
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Figure 24 : Variation sérique des paramétres de la défense antioxydante et de la
peroxydation lipidique chez les diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins sains.
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Dans I'némolysat, nous avons enregistré une augmentation trés hautement

significative (P< 0,001) de l'activité enzymatique de la GPx et la concentration du MDA

chez les diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins. Aussi, nos résultats montrent

une diminution hautement significative (P <0,01) de la concentration de GSH chez les DID

avec une diminution significative (P < 0,05) chez les DNID. Pour la GST, on a enregistré

une diminution trés hautement significative chez les diabétiques de type 1, et une

diminution hautement significative chez les diabétiques de type 2 par rapport aux sujets

témoins sains (Tableau 10), (Figure 25).

Tableau 10 : Variation des parametres de la défense antioxydante et de la peroxydation lipidique

dans I'némolysat chez les diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins sains.

——— Témoin DID DNID
[n=20] [n=20] [n = 20]
&  GPX (nmol/g prot) 10,385+ 0,11 12,075 + 0,16***1 ézl’;ﬁﬂj}
>\ ]
S GSH (nmol/gprot) *10°  3818+0,16 3,28+ 0,10 3.301 +0,18*|
£ GST (nmol/min/g prot) 3709+0,14 221 +021%%%|  248+0,42%*|
I MDA (nmolig prot 13,725+ 0,15 18702+ 0,10 16,87 + 0,11+**
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Figure 25 : Variation des parametres de la défense antioxydante et de la peroxydation

lipidique dans I'némolysat chez les diabétiques (DID et DNID) par rapport aux témoins
sains.
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Le stress oxydant qui résulte d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres
et leur élimination par les défenses anti oxydantes, contribue a I’initiation et a la
progression de plusieurs maladies. Les radicaux sont trés réactifs et peuvent attaquer, s’ils
ne sont pas détruits, différentes cibles telles que les protéines, I’ADN, et surtout les acides
gras poly insaturés (peroxydation lipidique). Au cours de diabéte 1’hyperglycémie
provoque la génération des radicaux libres via multiples mécanismes ; auto-oxydation de
glucose, glycation non enzymatique, la voie des polyols et la réduction de la défense
antioxydante (Bonnefont et al., 2000 ; Sharma et al., 2000).

1. Bilan glucidique
Au cours de notre recherche, nous avons enregistrés une glycémie a jeun et un taux
d'HbAlc légérement élevé, chez les diabétiques de type I et Il par rapport aux sujets
témoins sains, mais cette augmentation est significative mais elle reste toujours dans les
normes, ce qui explique que le diabéte est équilibré. Ce qui est en accord avec les travaux
de (Cakatay., 2005 ; Marcus et al., 2014 ; Sharma et al., 2000).

2. Bilan lipidique
Une augmentation significative de la cholestérolémie et de triglycéridémie et de
LDL-c, a été enregistrée chez les sujets DID et DNID par rapport aux témoins mais reste

toujours dans les normes, ces résultats peuvent étre expliquées comme suite :

- Aux cours de diabéte (maladie métabolique), il ya toujours une perturbation du
métabolisme lipidiques du VLDL due d'une part a la surproduction hépatique du
VLDL, et par la diminution de I'activité enzymatique de la lipoprotéine lipase d'autre
part (Adeli et al., 2001) et ce qui en accord avec les travaux de (Cakatay, 2005) qui a
fait une comparaison entre le diabete équilibré et le diabete non équilibré.

- L'augmentation de I'LDL chez les diabétiques peut étre due a leurs oxydation et
glycation ce qui provoque une augmentation de leur demi de vie en circulation (Min-
Xin et al., 1996 ; Jane E et al., 2000).

Nos résultats ont montré qu’au cours d'un diabéte équilibré les concentrations
sériques des Triglycérides et LDL-c sont normaux et le HDL-c est normal ou légérement
augmenté, ce qui en accord avec les résultats trouvés par(Verges., 2009). On peut
expliquer I'élévation de I'HDL-c chez les patients diabétiques de type 1 (DID) avec un bon
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control glycémique par l'augmentation des particules de I'HDL-c contenant uniquement
I'apoA-1 due a I'hyperactivité de LPL hépatique sous l'action de I'insuline c'est a dire le
traitement du diabete par I'insuline fait augmenter I'HDL-c (Kahri J, 1993) (Veki, 1993).

3. Bilan rénal
Chez les sujets atteints de DID aucune différence significative de la concentration

sérique de I’urée et de la créatinine a été enregistré.

Alors que I'¢tude a montré une diminution trés hautement significative de 1’uricémie
(Acide urique) chez les DID par rapport aux témoins et pas de différence par rapport aux
normes. La diminution de I'uricémie par rapport aux témoins peut étre expliquer par le
pouvoir antioxydant de I'Acide urique (Stephen et al., 2006 ; Maxwell et al., 1997). Dans
le diabéte non insulinodépendant, nos résultats révelent une augmentation significative des
concentrations sériques d’urée, de l'acide urique et de la créatinine (femmes) par rapport
aux témoins ce qui montre que la population malade est exposée au risque d’insuffisance
rénale(Boeri et al., 2009). La tolérance de glucose provoque une néphropathie ce qui
augmente la concentration de I'acide urique dans le DNID ce qui en accord avec (Olukoga
etal., 1991).

4. Bilan hépatique
En ce qui concerne les enzymes hépatiques (TGO, TGP), nous avons remarqué une
augmentation significative de leur activité serique chez les diabétiques de type I. Cette
augmentation est expliquée par 1’accumulation des acides aminés comme [’alanine et
I’acide glutamique dans le sang provenant de la dégradation des protéines du corps. Ainsi
ces acides aminés peuvent se transformés sous 1’action des transaminases en compose€s
carboxyliques tel que 1’acide a céto-glutamique et 1’acide pyruvique puis en glucose, ce

qui traduit la forte activité enzymatique des transaminases (Meral et al., 2005).

Concernant la phosphatase alcaline et le bilirubine Totale, notre étude n'affiche
aucune signification malgré qu’il y ait une diminution de taux de Bilirubine T et une

augmentation de l'activité de PAL chez le DID.

Nous avons enregistré une diminution dans le taux de Bilirubine D chez les
diabétiques. Cette diminution de taux de bilirubine D est devenue significative chez les

patients DNID. Cette diminution de Bilirubine D a été expliqué par (Fukui et al., 2008)
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qui ont dit que la Bilirubine est inversement proportionnelle aux marqueurs de stress

oxydant.

La Bilirubine inhibe I'oxydation des lipoprotéines particuliérement le LDL-c, donc la
bilirubine se protége les LDL ce qui permet la protection contre I'athérosclérose. (Stocker
et al., 1987 ; Wu et al., 1996). La diminution de bilirubine est associée a une néphropathie
parce que la bilirubine s'attache a I'Albumine pour étre exercer par les reins (Fukui et al.,
2008)ce qui est en accord avec nos résultats qui montres une augmentation significative de

I'’Albumine et les Protéines Totales de nos sujets diabétiques.

5. Bilan antioxydant
Les parameétres du statut antioxydant, de 1’activité de la glutathion peroxydase (GPx)

de I’activité de GST sont regroupés dans le (Tableau 4).

La GPx de nos sujets diabétiques présente une variation significative par rapport aux
sujets témoins. Au cours de notre étude, nous avons enregistré une diminution de 1’activité
enzymatique de la glutathion peroxydase (GPx) dans le diabete type | dans le sérum qui est
due a I'hyperglycémie (1,5+0.025¢/l) qui provoque l'inhibition de la voie du pentose
phosphate par I'inhibition de la G6PD ce qu'il conduit a la déclanchement de la voie des
polyols et la diminution du taux de NADPH qui est un cofacteur pour la GPx pour réduire
le GSSG en GSH, ce qui provoque la diminution du GSH puis la diminution de I'activité de
la GPx. Aussi, la glycation des protéines joue un rdle important dans la diminution de taux
de la Gpx dans le DID. (Yizhen Xu et al., 2005 ; Mohsen Firoozrai et al., 2007).

Nous avons noté qu'il y a une augmentation treés hautement significative dans le taux
de la Gpx sérique chez les diabétiques de type 2, qui ont une glycémie bien équilibrée
(1.2£0.87), ce qui en accord avec (Tribe R et Poston L, 1996) qu'ils ont trouvé que
I’activité de la GPx plasmatique est toujours élevée et I’activité enzymatique érythrocytaire

de I’enzyme est augmentée dans le diabete de type 2.

Dans I'némolysat nous avons enregistré une augmentation trés hautement
significative de l'activité de la GPx (presque 10 fois plus que le sérum). Cette augmentation
de l'activité de GPx est associée avec une augmentation de la LP dans I'hnémolysat qui est
peut-étre due a la diminution de l'activité de SOD et de catalase (carence en NADPH™) ce
qui conduit a l'augmentation de dommage oxydatif des lipides ; bonne preuve de
l'augmentation de la peroxydation lipidique, ainsi que l'augmentation de l'activité de GPx

dans I'némolysat, ce qui en accord avec les travaux de (Matkovics et al., 1982).




[DISCUSSION]

Notre étude montre que la concentration du glutathion réduit (GSH) dans les
érythrocytes ou bien le sérum est significativement diminué par rapport aux sujets témoins.
Nos résultats concordent avec ceux de (Mosaad et al., 2004; Susan et al., 1991) et de
(Moussa, 2008).Tout d’abord, au cours de 1’activation de la voie des polyols induite parune
hyperglycémie chronique, et par I’intermédiaire de 1’aldose réductase utilisant le NADPH*
comme cofacteur, le glucose génére du sorbitol, converti ensuite en fructose par la sorbitol
déshydrogénase a NAD (Huertas et al., 2005 ; Ayepola et al., 2014).

Le mécanisme moléculaire de la déplétion de la concentration du GSH est médié par
la diminution de l'activité de I'enzyme clé de la synthése du GSH; y-glutamylcysteine
synthétase (y-GCS) ou par la dégradation importante du glutathion au cours du diabéte
(Altan et al., 1994); une autre explications est que cette déplétion due a l'augmentation de
la concentration des intermédiaires de la peroxydation lipidique observées dans ces
conditions, qui joue probablement un réle trés important dans la promotion des altérations
du géne codant de cette enzyme ou la protéine elle-méme (Wolff et al., 1991 ; Tian et al.,
1997).D’autre part le glutathion (GSH) peut étre convertit en glutathion oxydé (GSSG)
(Griffith et Meister, 1979).

La glutathion S-transférase (GST), joue un r6le important dans la désintoxication des
xenobiotiques et/ou dans la protection contre des métabolites nocifs générés apres la
dégradation des macromolécules suite & leur exposition au stress oxydant (Mulder et al.,
1999). D’aprés nos résultats on a observé une augmentation trés hautement significative de
la GST dans le sérum chez le DID et DNID. L’augmentation de I’activité de cette enzyme
est une réponse physiologique pour compenser les altérations provoquées par les radicaux
libres(Nuriye et Belma, 2005).Donc la GST est impliquée dans 1’élimination des radicaux
libres générés au cours de diabete (Xu et al., 2002). Notre point de vie dans le cas de
l'augmentation significative de la GST est dda la consommation des groupements thiols par
les radicaux libres ce qui permet l'augmentation de l'activité de la GST qui transfére le

groupement -S.

Le MDA, composé tres toxique produit au cours de I’oxydation des lipides, et
physiologiquement lors de la synthese des prostaglandines et thromboxanes (Gillery,
2006).Nos résultats ont montré une augmentation significative de taux d’MDA chez les
patients diabétiques qu’au pour les sujets témoins (sains). Des résultats similaires ont été
rapportés par (Noberasco et al., 1991 ; Gallou et al., 1993 ; Kumar et al., 2013), et (Sato
etal.,1979).




[DISCUSSION]

Cette attaque des lipides peut concerner les lipoprotéines circulantes ou les
phospholipides membranaires. Les conséquences seront différentes : I'attaque des lipides
circulants aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines de densité légére) oxydées qui,
captées par des macrophages, formeront dépét lipidique de la plaque d'athérome (Kassab A
et al., 2003)des maladies cardiovasculaires, l'attaque de phospholipides membranaires
modifiant la fluidité de la membrane et donc le fonctionnement des nombreux récepteurs et

transporteurs et la transduction des signaux (Favier, 2003).

La peroxydation des lipides résulte de 1’attaque par des radicaux libres des acides
gras. Cette réaction est a I’origine de dommages tissulaires responsables de cancers, de
maladies inflammatoires, du vieillissement et de Iésions vasculaires comme
I’athérosclérose (Raccah, 2004).

Nos résultats montrent que I'activité enzymatique de GPx est proportionnelle avec la
concentration du lipoperoxyde (MDA) et inversement proportionnelle avec l'activité de la
GST. On a noté quand l'activité de la GST augmente, l'activité de GPx est diminuée, ce
qu’on peut ’expliquer peut-étre, par l'activation de voie des polyols ce qui provoque la
diminution du NADPH" un cofacteur des nombreuses enzymes qui conduit a une
diminution de l'activité de glutathion réductase catalase et SOD, et par conséquence, une
élévation des radicaux dans le cytosol provoquant la peroxydation des lipides ce qui
explique l'augmentation de la concentration du MDA érythrocytaires. Donc l'affinité de la
GPx aux lipoperoxydes augmentera et alors elle va réduire les lipoperoxydes utilisant la
GSH ce qu’il explique l'augmentation de I’activit¢ de GPx et la diminution de l'activité

enzymatique de GST dans I'hnémolysat.

L’activité enzymatique de GST augmente dans le sérum par rapport au GPx car elle
est la conséquence de la suractivité des mitochondries (hyperglécimie) qui libérent le ROH
traité par GST (avec consommation GSH ce qui explique l'augmentation de l'activité de

GST chez les DID et DNID par rapport aux sujet témoin sains.
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[CONCLUSION]

Les maladies métaboliques et plus spécifiquement le diabéte sucré conditionné par
la diminution de la défense antioxydant méme si le diabete est équilibré. Nous avons
observé une diminution de la défense antioxydante, ce qui provoque l'augmentation des
marqueurs du stress oxydant comme les lipoperoxydes. La génération de radicaux libres et
la peroxydation lipidique est le premier signe des complications diabétique (neuropathie,
rétinopathie, cardiopathie et néphropathie).

Nous avons noté aussi qu'il y a une relation inversement proportionnelle entre

I'activité enzymatique de la GPx et celle de la GST.

Il faut garder en équilibre la balance du statut oxydant/antioxydant, et pour le faire
il faut avoir traitement adéquat, une bonne hygiéne alimentaire riche en légumes et en
fibres, une activité physique réguliére, et une supplémentation en antioxydants devient
nécessaire. Aussi, il faut suivre les patients par une détermination du statut anti oxydant
(SOD, GPx, GSH, GST, Catalase), ainsi que les marqueurs de la peroxydation lipidique
(MDA), qui constituent un signe d’alarme des complications graves qui apparaitront a

moyen et & long terme.
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Questionnaire
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FECUATE ORS SCIENCES EXNCTES
7 D SCIENCES BE L NATURE BT D8 LA viE

Madame, Mademoiselle, Monsieur,

Dans le cadre de la réalisation de notre mémoire de fin d’études, le recueille de certaines données
vous concernant est jugé utile. Pour ce faire, je vous prie de remplir le questionnaire ci-dessous.

Information Générales :

Nom Et Prénom : N2 &
Date De Naissance : / / Age :
Taille: cm Poids : kg
Tension artérielle :
Diagnostic :
Diagnostic :
Date de découverte : / 74 Date de la derniére consultation : / /
Traitement :
Non Oui Commentaires
Antidiabétiques oraux O [0 | Depuis: y ;
Insulinothérapie [l [0 | Depuis: iy
0 0 Lesquels ?
0 O | Pourquoi ?
Lesquels ?
Autres médicament = - ! -
O O Pourquoi ?
O O Lesquels ?
O O Pourquoi ?

Evolution
Hypoglycémie = " [ seulement occasionnelle [ Episodes fréquents
Diabéte contrélé D D Depuis le : 1 I
Sous surveillance médicale O O Depuis le : | ]
Antécédent d’acido-cétose, de coma acido-cétosique O 0O Nombre :

ou hyperosmolaire non cétosique

Dernier le :
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Manifestation
NON oul Commentaires Dates
Retentissement rénal [0 [ | [JNéphropathie diabétique
[[J Maladie coronarienne
ste it et SlE [[IMaladie des artéres périphériques
[ Rétinopathie proliférative
[ Maladie cérébrovasculaire
reeenert cogese 0 0| Qe i e
Facteurs de risques associés :
Hérédité O O | Oeere  Cmere [IFrere(s)
Tabac i [ Fumeur actuel [J Ancien fumeur
Consommation : / jour Date d’arrét :
Cholestérol O O | Totat: HDL :
HTA O [ | Résultat du dernier contréle :
Activité :
Sédentaire : [] Actif(ve) : [J Sportif(ve) : (]
Profile Biologique :
Test Nom Complet Concentration Unité Références
Glucose Glycémie g/L 0.72-1.10
Urée Urée sanguine g/L 0.15 - 0.50
Créatinine Créatininémie mg/L 7.00 -14.00
Cholestérol T Cholestérolémie g/L 1.50 - 2.50
Triglycérides Triglycéridémie g/L 0.30-1.70
TGO ASAT ul/L < =38.00
TGP ALAT ul/L < =40.00
Bilirubine T Bilirubine Totale mg/L <=12.00
Bilirubine D Bilirubine Directe mg/L < =04.00
Albumine Albuminémie g/L 35.00 - 55.00
Protéines T Protéinémie g/L 55.00 - 80.00
CPK Créatine Phosphokinase ul/L 25.00 - 180.00
LDH Lactate Déshydrogénase ul/L 200.00 - 410.00
Acide Urique Uricémie mg/L 25.00 - 75.00
PAL Phosphatase Alcaline ul/L 95.00 - 280.00
HDL a-lipoprotéinémie g/L 0.35-0.62
LDL B-lipoprotéinémie g/L 1:35:-1.75
HbA1c Hémoglobine glyquée % 45-6




[ANNEXES]




