‘@/ République Algérienne Démocratique et Populaire Ced

2 H T . - . . g 40818

% % Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique iy Sy

= &= Université de Larbi Tébessi —Tébessa- ) 4
ﬁ'ﬁl‘;ﬁ‘ﬁm Faculté des Sciences Exactes et des Sciences delaNature et delaVie s wiw
Département : Biologie Appliquée e

NO
REF/ BIBLIO

MEMOIRE DE MASTER
Domaine: Sciences de laNature et delaVie
Filiere: Sciences Biologiques
Option: Biochimie et Biologie Moléculaire

Theme:
Exploration dela variation des parametres biochimiques
antioxydants seriqueslorsdes différentes pathologies

chroniques

N J
Présenté par:

M"® AHLEM Mesnadi M"® FATIHA Merkhi

Devant lejury:

Mr. LAHMER. EM M.A.A Université de Tébessa Président

Mme. LAHMER.BELGUENDOUZ. K M.A.A  Université de Tébessa Rapporteur

Mr. GHRISSI. D M.A.B  Université de Tébessa Examinateur

Date de soutenance: 30/05/2016




AdlAa Ak o Gl el (e gilan cpl aza pal) Baliae 3508 avii Jaall 138 (e ol
01) Sl (e e Lol Al 1l yal (g () silag Cppasiadl SIS (g Ll Liay ya 242 4l )3 ol saly Lid 13¢]
Axial) a5 oSl ol ¢ Al ol oSl gl el ¢ g )l caadl daxca o)) ) Gl yal (02

13 Cra 0 iy ol am sl 23 by sl (e 8558 8L ) Lina 5 elans ol il il

e oSl L . C e Al A adlbaasla) (20 L)

PP Y| SRV | Lelaal Sl (1) oSl ela e O silay (Al (i yall Enppnm|
e oalall G g ) iy e (83 508 B0 ) pee ) (e (e O sl (a5 2D S

F A S IENORUN ' , Lgilads ) Gl paY) aren (8 Jocaal)

L 5, oS0 gl g sl 2l gl alaaall o Liul 38l
2 gall g 2SI i g ) 8 Adudda B3l ) ae Cy il (e Alle G g aal gl

3 3SY) Claliaa Of 5 A all Guealall i sall L sl slga ) e Ala S g g (i Ll
kit al el ilite (S i

u...m‘,.\n cé‘.._a‘)j._\l\ IEPZV.EN cu:\g‘g‘)gx.._\g A.\.AJA u.a“),n\ ‘g;;.mSi:J\ J\.ﬁ\g\ : :ﬂ:\;\:ﬂd\ SRR




The purpose of this work was to evaluate serum antioxidant capacity in
patients with various chronic diseases. For this we conducted a study of 242 adult
patients of both sexes with diseases. AVC, diabetes (01 and 02), heart disease,
hypertension, asthma, tuberculosis;, HCV, cirrhosis and multiple sclerosis.

From the analysis of the biochemical results, we found a significant increase in
serum uric acid in patients with type 2 diabetes, hypertension, AVC, asthma and
heart disease and significant increases in total bilirubin in patients with type 1
diabetes, AVC, heart disease, HCV, hypertension, cirrhosis and those with
tuberculosis with a significant increase in serum levels of direct bilirubin in al
diseases studied. Furthermore, a balanced rate of albumin was observed in the
majority of patients compared to the control except those infected with HCV and
cirrhosis. In paralel, the high levels of nitrites with a dight increase in total and

oxidized proteinsin patients were found compared to controls.

Our results indicate the presence of a state of oxidative stress in the patients
studied and that serum antioxidant respond differently in different pathologies.

Key words: oxidative stress, chronic diseases, bilirubin, uric acid, albumin.




RESUME

Le présent travail a pour but d’évaluer les capacités antioxydantes sériques chez des
patients atteints de différentes maladies chroniques. Pour cela nous avons réalisé une étude
sur 242 patients adultes des deux sexes atteints les maladies: AVC, diabete (0let 02),

cardiopathie, HTA, asthme, tuberculose, HCV, sclérose en plaque et cirrhose.

A partir de I'analyse des résultats biochimiques, nous avons trouvé une augmentation
de maniere significative des taux sériques en acide urique, chez les patients atteints de
diabéte type 2, d’HTA, d’AVC, d’asthme et des cardiopathies et une augmentation
significative en taux de bilirubine totale chez les patients atteints de diabete type 1, d’AVC,
cardiopathies, d’HCV, d’HTA, de cirrhose de foie ains que ceux atteints de tuberculose
avec une augmentation significative des taux sériques en bilirubine directe dans toutes les
maladies étudiées. Par ailleurs, un taux équilibré de I’albumine a éé observée chez la
majorité des patients par rapport au témoin sauf ceux qui atteints de I’HCV et de la cirrhose
defoie. En paralléle, des taux élevés des nitrites avec une augmentation |égere des protéines

totaux et oxydées chez |es patients ont été retrouve par rapport aux témoins.

Nos résultats indiquent la présence d’un état de stress oxydatif chez les patients étudiés

et que les antioxydants sériques répondent différemment dans les différentes pathol ogies.

Les mots clé: stress oxydatif, les maadies chroniques, bilirubine, acide urique,
albumine.
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INTRODUCTION

Les radicaux libres sont des espéces chimiques a trés forte réactivité, capables
d'oxyder une trés grande variété de biomolécules dans I’organisme (Harman et al., 1956).
L’ organisme est doté de défenses intrinseques dites anti-oxydantes, chargées de détruire les
radicaux libres. On parle de stress oxydant lorsgque la cellule ne parvient plus a gérer ces
entités, c’est a dire lorsque le niveau de production des radicaux libres est excessif par
rapport aux défenses, ou que les défenses sont insuffisantes par rapport a la quantité des
radicaux libres (Halliwell et Evans, 1999).

Le stress oxydatif et I’inflammation sont deux processus étroitement liés (Barhoumi,
2011). L’augmentation de stress oxydatif provogque des lésions directes des molécules
biologiques, telles que I’oxydation des acides nucléiques, des protéines, des lipides et des
glucides. Ces processus d’oxydation accrue declenchent la stimulation des macrophages et
les autres cellules inflammatoires qui libérent alors les médiateurs de I’inflammation
(Servais, 2002). Ce stress oxydant est impligué dans presque toutes les grandes pathologies
de notre siecle (maladies cardiovasculaires, le diabéte, |e cancer).

Evaluer le stress oxydatif chez un individu consiste donc a estimer la production
d’oxydants, évaluer les mécanismes de défense et enfin analyser les produits secondaires qui
peuvent en résulter (Morena et al., 2002). Les défenses antioxydantes reposent sur deux
systemes 1’'un enzymatiques et I’autre non enzymatique. Parmi les antioxydants non
enzymatiques, on retrouve principalement le glutathion réduit (GSH), I’acide urique, la
bilirubine et lavitamine E (Morena et al ., 2002)

Dans notre étude, nous avons évalué les capacités anti oxydantes sériques chez les
patients atteints des maladies chroniques. Pour cela, nous avons en premier lieu évalué les
marqueurs du stress oxydatif (nitrites, protéine totaux et oxydées) puis réalisé le dosage des
parametres biochimiques antioxydants sériques (I’acide urique, I’albumine, la bilirubine

directe et totale) chez des patients atteints de différentes pathol ogies chroniques.
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|- Radicaux libres
| -1- Définition

Un radical libre est défini comme toute molécule possédante un ou plusieurs éectrons
non appariés (Jacques et André, 2004). Cette molécule est trés instable et réagit rapidement
avec d’autres composants, essayant de capturer I’électron nécessaire pour acquérir la stabilité.
Une réaction en chaine débute lorsqu’un radical libre attaque la molécule stable la plus proche
en lui arrachant son éectron, et la molécule attaguée devient elle-méme un radical libre
(Martinez-Cayuela, 1995).

|-2- Les espéces réactives de I’oxygene (ROS)

Notre organisme a besoin d’énergie pour fonctionner correctement. Les cellules
transforment les nutriments, apportés par I’alimentation en énergie et en eau. Cette
transformation génére environ 2 % de molécules d’oxygéne (Edeas, 2005). L’oxygéne peut
s’avérer délétere en raison de son caractére oxydant, il est a I’origine de la formation de

dérivés plus réactifs appelés espéces réactives de I’oxygene (Figure 01) (Ichai et al., 2011).

Hydroperoxy! Superoxide
radical 41774 radical
0, +e +H'— H0O,- ——» H'+ 0,
N ; LH
. ¥
_ ¥ - Sl |
et S D? Peroxyl
| \ \ :
kY L i o [-.I‘d[ﬁ—l} 1 ViLE ImH
HF':L"‘E: Hydroxyl Lipid g
peray . ;
radical radical

H}_U]—* OH + OH:

\—- OH-+e+H — 1

I _ —* H,0+0,

Fet* + HZDZ # Fe'* +0OH-+OH

Figure O1: Principales voies de formation des especes réactives de I'oxygene
(Ichai et al.,2011).




CHAPITER o1 STRESS OXYDATIF

|-2-1- Leradical superoxyde

Dans I’organisme une partie de I’oxygéne moléculaire peut capter de maniére univaente
et séquentielle un électron, conduisant alors la formation du chef de file des ROS: I’anion

superoxyde (02+ € - 02-) (Al-Mamun et al., 2007; K oechlin-Ramonatxo, 2006).
|-2-2- Peroxyde d’hydrogene

Le peroxyde d’hydrogene H>O, peut étre formé secondairement a la dismutation de (O2°
) par la superoxyde-dismutase, ou produit par reduction bivalente de I’oxygene grace a un
grand nombre de déshydrogénases, notamment I’acyl CoA déshydrogénase, NADH

déshydrogénase, |a xanthine oxydase, I’uricase, la mono-amine-oxydase (Jadot, 1994).

U:'_ + IHF —— H:U: =+ D:
0,+2e+2H — H,0,

Le peroxyde d’hydrogene (eau oxygénée) est également un agent oxydant trés réactif,
c’est pour cela qu’on I’utilise souvent comme deésinfectant et comme agent de blanchiment.
S’il n’est pas rapidement détruit, il peut se décomposer et produire des radicaux hydroxyles

qui s’attaquent aux macromolécules de la cellule (Karp, 2010).
[-2-3- Radical hydroxyl

Il est produit principalement a partir de I’anion superoxyde et du peroxyde d’hydrogene

en présence d’ions ferriques au cours de la réaction d’Haber-Weiss
O, + F&&—» 02 +Fe™
Réaction de Fenton: Hx0,+ Fe" —» OH+OH +Fe™
Réaction d’haber-weiss. 0,”+ H,0, —» OH+OH +0O,

Le radical hydroxyle posséde une trés grande réactivité dans les milieux biologiques,

pouvant se combiner avec de nombreuses molécules, avec une constante de vitesse de I’ordre

de 109 a 1010 Mlst i est capable de réagir avec les composants cellulaires par échange
d’électron, addition sur les doubles liaisons ou arrachement d’un atome d’hydrogene (figure

02). Le radical hydroxyle est donc un oxydant tres puissant, constituent certainement le
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radical libre le plus toxique en biologie et serait a I’origine de la production des radicaux

libres secondaires, suite a sa réaction avec différents composés cellulaires (L acolley, 2007).

)i
HNT "N
2 g u| s) +'OH
- "-.-‘H'N
HNT N7 N
vole (1) Ve (2]
60% 4%
| '
O
] N
: ~o~ _-N
HN‘EI";?'I,_,.L"\ HN? 5 7 oM
2.c| D A
S / HN™ “NT N
HMN" TN Iﬂ" ” \
A1 R2

Figure 02: mode d’action des radical hydroxyle (addition sur double liaison)
(albert et al., 2003)

|-3- les especes réactives non oxygéné

Les especes réactives de I’oxygéne comprennent non seulement les radicaux libres
oxygénés mais aussi les radicaux libres dérivant d’autres especes que I’oxygene, par
exemple l'acide hypochloreux (HCIO), le monoxyde d’azote NO°qui se combine aisément

avec le O2°" pour former le peroxynitrite (ONOO ) (M oussard, 2006) .

I-4- Origines cellulaire des espéces réactives de I’oxygene

Les mitochondries sont des organites présents dans le cytoplasme de toutes les cellules
eucaryotes. Elles constituent un systeme de transport énergétique au cours duquel I’énergie
chimique contenue dans les adiments est transformée par phosphorylation oxydative en
liaisons phosphate a haute énergie (ATP) (De Robertis et De Robertis, 1983).
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Figure 03: Représentation schématique de la chaine respiratoire mitochondriale
(De Raobertis et De Robertis, 1983).

Lamitochondrie est |e siége mgoritaire de la synthése des radicaux superoxydes (Guidot
et al., 1995; Turrens, 1997). Durant la respiration, quatre électrons sont ajoutés a I’oxygéne
par le complexe IV de la chaine respiratoire. Cependant I’oxygéne peut étre réduit en formant
des especes réactives de I’oxygene telles que I'O,° et HO® (Figure 03) (L acolley, 2007).

[ I-Définition de stress oxydatif

Le stress oxydatif est une circonstance anormale que traversent parfois les cellules ou un
les tissus, lorsqu’ils sont soumis a un déséquilibre entre la production des radicaux libres ou
pro-oxydants et les systemes de défenses antioxydantes (Figure 04), ce qui produit des dégéts
tissulaires a travers les modifications oxydatives des biomolécules cellulaires (Gammoudia
et al., 2013). Comme exemple, I’exposition chronique au stress oxydatif peut favoriser
I’apparition de cancers et maladies cardiovasculaires (Favier, 2006; Nkhili, 2009).




CHAPITER o1 STRESS OXYDATIF

e ———
Svitemes intlaxvdants

Sanrees ECR
- Supernzydd Glutathice
- Eadogenss diamimss Vitamnes C AE
Cralese Ubsqunoe
- XALPH oxveise, Glatarkion Lipoate
| Chais sepiaour | oav pewxydase Pyruvate,
= o
Bvtechicne Bn alimntasrss,
Xanthme pxydase, | S

Figure 04: Déséquilibre de la balance entre pro-oxydant et antioxidant
(Gammoudia et al., 2013)

[1-6- Consequences moléculaires du stress oxydatif

La production excessive des radicaux libres provoque des |ésions directes des molécules
biologiques : I’oxydation de I’ADN, des protéines, des lipides et des glucides, mais aussi des
lésions secondaires dles au caractere cytotoxique et mutagene des métabolites libérés

,notamment lors de |'oxydation des lipides (Favier, 2003). Les principles cibles radicalaires
sont résumé dans lafaigure (figure 05).
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Figure 05: Les principles cibles du stress oxydatif ( morena et al,2002)
[1-6-1- L’oxydation de I’ADN

Les radicaux libres peuvent induire des effets mutagenes ou I’arrét des réplications de
I’ADN. (Krippeit-Drews et al., 1994). L'attaque radicalaire peut étre directe et entrainer
I'oxydation des bases, ce qui donne naissance a un grand nombre de bases modifiées.

Des dommages indirects peuvent résulter de |'attaque des lipides dont |a peroxydation
génére des aldéhydes mutagenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN de type MDA -
guanine ou éthéno dérivés.

Les radicaux libres peuvent aussi attaquer les protéines qui sont trés nombreuses a
entrer en contact avec I'ADN pour le protéger (histones), ou pour le lire (enzymes et facteurs
de la réplication ou de la transcription), entrainant des pontages des proténes. Comme ils
peuvent aussi attaquer la liaison entre la base et |e désoxyribose, créant un site abasique, ou
attaquer le sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin (Favier, 2003;
Rehman et al., 1999).

[1-6-2- L’oxydation des protéines

L’action des radicaux libres sur les chaines latérales de certains acides aminés comme le

thiol des cystéines. A proximité des sites de liaison d’ions métalliques, peuvent se dérouler
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des réactions d’oxydation qui produisent des acides aminés anormaux. Les radicaux libres
sont également responsables de la formation de ponts disulfures, qui modifient la
conformation des protéines et leur activité biologique (activité enzymatique, transduction

d’un signal ou systeme de transport).
[1-6-3- L’ oxydation des lipides

Les lipides et principalement les acides gras polyinsaturés, sont la cible privilégiée de
I'attaque par le radical hydroxyle, capable d'arracher un hydrogene sur les carbones situés
entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydée en radica

peroxyle. Cette réaction appel ée peroxydation lipidique se déroule en plusieurs étapes.
- L initiation

Dans cette étape, un acide gras polyinsaturé est attaqué au niveau d’un carbone situé
entre deux doubles liaisons par un radical hydroxyle avec arrachement d’un atome
d’hydrogene qui laisse un électron non apparié, L’acide gras subira alors une réarrangements

des doubles liaisons.
- La stabilisation

Dans I’étape de la stabilisation, il se produit une formation d’un diéne conjugué ROz

par coordination avec une molécule d’oxygene.
- La propagation

Les alkoxyl et peroxy-radicaux propagent I’oxydation par I’intermédiaire de RO2
(Jacques et André, 2004).

-Laterminaison

Les hydroperoxydes subissent plusieurs transformations, ils sont soit réduit par la
glutathion peroxydase ou I’oxydation continue et dans ce cas ils se fragmentent en
aldéhydes toxiques. Cette réaction en chaine se termine soit par I’intervention d’un composé
antioxidant ou par I’interaction de deux radicaux pour former une molécule stable
(Hennebelle et al., 2004; Jacques et André, 2004).




CHAPITRE o2 : LES
ANTIOXYDANTS



CHAPITER 02 LES ANTIOXYDANTS

I- Lesantioxydants

Les antioxydants sont des substances capables de neutraliser ou de réduire les
dommages causés par les radicaux libres dans I’organisme et permettent de maintenir des
concentrations non cytotoxiques des ROS au niveau de la cellule (Favier, 2003). Les
antioxydants peuvent empécher ou retarder les processus d’oxydation causés par les
radicaux libres et ROS (Hansford et al., 1997). Ils ont la capacité d’éliminés les effets
néfastes des radicaux libres dans les tissus. IIs sont donc censés pour protéger contre le
cancer, les maladies cardiagues et plusieurs autres maladies (Bandyopadhyay et al.,
2007). Les défenses antioxydantes reposent sur des systemes enzymatiques : superoxyde
dismutases (SOD), catalases et glutathion peroxydases et non enzymatiques comme les
vitamines C et E, les polyphénols (Leverve, 2009). Auss, le maintien de ces systemes
enzymatiques nécessite la présence d'un certain nombre d'oligoéléments:. cuivre, manganese,
zinc et sélénium (Jacotot, 1994). Les stratégies de défense vis-a-vis du stress oxydant sont
variées (figure 06).

Stratégis 1:

plégar | Stratégie 5 I g ST
o recycer/ 5| Stratdgied Stratégie 4:
y _ renforcer I protéger reparar
Radicaux - - :r
(02", HO', et 7 Disirimges

— - Attague

nz Bzl S :
/\\' 5 1 e biomolécules oxydatifs
Ny Especes reactives R ROO" etc)

non radicalaires Stratégies de lutte par les antioxydants contre |e stress oxydant :

(*0;, HO", HOCI, etc.) g . ) — G
1- Piéger les radicauy libres : 50D, acide urique, bilirubine, vit E, vit C,...

i B 2- Inactiver les espéces réactives / chélater les métaux: GPx, CAT,
Stratégie 2 iy : i _
inactiver | bilirubine, acide a-lipoigue, protéines de transport,...

chélater 3- Protéger les biomolécules : CoQ10, vit E, caroténoides,...

d- Réparer les dommages oxydatifs : PON 1.

5- Recycler au renforcer d'autres antioxydants : CoQ10, vit C, métaux.

Figure 06 : Stratégies de |utte des antioxydants contre les causes et les conséquences du
stress oxydatif (Grandjean, 2005).
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|- Défenses enzymatiques

Ces défenses permettent de maintenir la concentration en especes radicalaires a un taux
basal (homéostasie physiologique), elles possedent une grande affinité pour les ROS, avec

lesquelles elles réagissent tres rapidement pour les neutraliser.
[1-1- La superoxyde dismutase (SOD)

La superoxyde dismutase est |I'un des antioxydants enzymatiques intracellulaires les
plus efficaces (Rahman, 2007), elle est répandue dans la nature dans les organismes
eucaryotes et procaryotes (Ratnam et al., 2006). Il existe trois types de SOD : la Cu/Zn-
SOD cytosolique, la Mn-SOD mitochondriale et la Cu/Zn-SOD extracellulaire (Zelko et al.,
2002). Chez I'nomme, les plus hauts niveaux de la superoxyde dismutase se trouvent dans le
foie (Scheitbmeir et al., 2005).

La SOD convertit le superoxyde en peroxyde d'hydrogene et oxygene moléculaire selon
laréaction suivante (Mates et al., 1999 ; Mateés, 2000).

2H"+20; - Hy0,+ 0,
[1-2- La Catalase (CAT)

La catalase se trouve dans les peroxysomes essentiellement. Elle assure la
transformation de peroxyde d’hydrogene H,O, en eau et dioxygene, pour lequel elle a une
moins forte affinité que la GPX. Elle fonctionne avec un cofacteur : le fer (Tessier et
Marconnet, 1995). La encore des concentrations plus élevées en CAT ont été retrouvées

dans les fibres musculaires oxydatives (Powers, Criswell et al., 1994).
I1-3- La glutathion peroxydase (GPX)

Les enzymes de cette famille sont sélénium (Se)-dépendante, la glutathion peroxydase
(GPX) est présente dans le cytoplasme ou €lle joue un réle majeur dans la régulation de
I’état redox physiologique intracellulaire des cellules vasculaires. Elle catalyse la réduction
des hydroperoxydes (H.O,), en utilisant le glutathion réduit (GSH) comme donneur
d’hydrogene (Powers, Criswell et al., 1994).

2GSH + H202 - GSSG +2H20
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[11- Défense non enzymatique

Ce sont des antioxydants naturels capables de prévenir les dommages oxydatifs.
IlIs peuvent se comporter comme des piégeurs des radicaux libres par les
interventions directes sur les mol écules pro-oxydantes ou indirectement, en chélatant
les métaux de transition, empéchant ainsi la réaction de Fenton. Ce type
d’antioxydants regroupe un grand nombre de substances hydrophiles ou lipophiles et
ilssont produits par |'organisme au cours de processus biosynthétiques.

Le nombre d'antioxydants produits in vivo est tres limité ; on peut citer parmi
les plus actifs : le glutathion (Piquet et Hébuterne, 2007), le NADPH, les
dipeptides (Boldyrev, 1993), I'acide urique (Ames et al., 1996), |'acide lipoique
(Packer et al., 2001), la bilirubine ( Stocker et al., 1987).Le taux de ce systeme de

défense dans I'organisme est essentiellement assuré par un apport alimentaire.
[11-1-L es antioxydants non enzymatiques hydrosolubles

Ces antioxydants sont répartis dans le cytosol et le milieu extracellulaire. On y retrouve:
le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, I’albumine et la vitamine C.

[11-1-1- Glutathion

Le glutathion est le thiol le plus abondant dans les systémes bhiologique. Il est
antioxydant par son caractére nucléophile et radicalaire : (Baudin, 2006)

GSH +OH - GS +H,0
2GS _. GSSG
[11-1-2- Acideurique

L acide urigque (AU) est avant tout le produit de dégradation et d’excrétion des purines
telles que I’adénine et la guanine de I’ADN ou de I’ARN. C’est donc un déchet du
meétabolisme protéinique. Cet acide provient également de la digestion de certains aliments

riches en acides nucléiques (foie, ris de veau, certains poissons et volailles).
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L’AU doit donc étre filtré par les reins et éliminé via les urines. De cette fagon,
I’uricémie (taux d’AU dans le sang) peut étre maintenue dans des limites acceptables dans

I’organisme.

Dans le sang, au pH physiologique, I’AU est sous forme de sel soluble (urate) de
formule C5H3N403, Cet équilibre acido-basique a pour pKa 5,4 (Haleng et al, 2007)
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- Acide urique et stress oxydant

L’AU joue un role important dans le systeme antioxydant, Il apparait comme étant
I’antioxydant plasmatique le plus réactif avec les ROS, contribuant a lui seul a 60 % de la

capacité antioxydante du plasma grace a sa concentration élevée (Zhao et al., 2009).

Toutefois, les produits d’oxydation comme I’allantoine ou I’urée, peuvent facilement

s’oxyder en générant a leur tour des espéces toxiques de I’oxygene.

Des scientifiques japonais ont mis en exergue la capacité de I’AU a stopper les réactions
d’oxydation en chaine des lipides, en réagissant avec les radicaux lipidiques formés
(Patter son ,2009). L’AU réagit également avec les radicaux OH® et ROO° (Ahmad, 1995).

I11-1-3-la Bilirubine

La bilirubine est le produit final de la dégradation de I’hnéme de plusieurs protéines

hémiques d’intérét biologique comme I’hémoglobine des hématies et la myoglobine des
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muscles. Transportée dans le sang, la bilirubine est conjuguée dans le foie et excrétée dans|a
bile ou elle quitte I’organisme (Paredi et al., 2002).

Figure 08 : Formule de bilirubine

L’heme oxydase (HO) est une enzyme retrouvée dans le réticulum endoplasmique,
catalysant la dégradation de I’héme en biliverdine et libérant du fer & I’état ionique Fe®" et
du monoxyde de carbone (CO). La biliverdine est ensuite transformée en bilirubine grace a
labiliverdine réductase (Halliwell et Gutteridge, 2008) (Paredi et al., 2002).

La bilirubine est fortement liée aux protéines et lipoprotéines plasmatiques et
potentialise la défense antioxydante sanguine (notamment avec I’albumine). In vitro, on a
montré que la bilirubine avait de puissantes propriétés antioxydantes envers plusieurs
especes réactives comme le peroxynytrite, les radicaux peroxyles et alkoxyles, ains que
I’oxygéne singulet (Halliwell et Gutteridge, 2008) (Paredi et al., 2002). Labilirubine joue
un role dans la protection des membranes cellulaires contre la peroxydation lipidique
(notamment des cellules sanguines) et des protéines plasmatiques ; certains auteurs pensent
que la bilirubine serait un antioxydant efficace de I’oxydation protéique médiee par le
peroxynitrite et pourrait ére plus efficace encore que la vitamine E dans la prévention de la
peroxydation lipidique (Paredi et al., 2002).

[11-1-4- L albumine

L albumine est une proténe plasmatique chargée négativement pouvant fixer les ions

cuivre et de fer présents dans le sang. Son importance est également liée a sa forte
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concentration dans le sang. C’est aussi une protéine sacrifice qui est rapidement dégradée
par des ROS comme I’ion hypochlorite CIO™ ou I’ion peroxynitrite ONOO'". Elle est
également tres liée a la bilirubine, potentialisant ses effets antioxydants dans le sang
(Villasante et al., 2010).

L albumine neutralise les activités nefastes de certains agents exogenes et endogenes
par séquestration, grace a son affinité pour ces derniers et diminuant ainsi leur effet toxique
dans I’organisme (Roche et al ,2008). C’est le cas de la bilirubine qui est un produit de
dégradation de I’hémoglobine et qui peut étre fortement toxique pour I’organisme
lorsqu’elle se trouve a I’état libre. L’albumine va se fixer a la molécule de bilirubine pour
inhiber son effet toxique mais aussi pour permettre son acheminement vers le foie ou elle va
étre conjuguée a un acide glucoronigue et devenir inoffensive (Sedlak et al., 2009)

[11-2- Les antioxydants non enzymatiques liposolubles

Ils se répartissent au sein des membranes cellulaires. On trouve dans cette catégorie : la

vitamine E, les caroténoides, et I’ubiquinol.
[11-2-1- Lavitamine E

L’ appellation Vitamine E est un terme générique qui regroupe tous les tocophérols et
tocotriénols, dont on dénombre 8 especes. Le plus abondant est I’a tocophérol (figure 09)
(M. W. Yu et al.,1994).

Figure 09 : Formule de I’a-tocophérol (M. W. Yu et al.,1994).

La Vit E est le principal antioxydant des membranes cellulaires a forte teneur lipidique.
Elle a pour principal effet de réagir avec les radicaux peroxyles, arrétant ainsi la chaine

d’oxydation lipidique (Herrera et Barbas, 2001).
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I11-2-2- Les caroténoides

Ils sont majoritairement représentés par le B-caroténe, appelé aussi provitamine A. Du
fait de leur faible concentration dans I’organisme, Le B-caroténe désactive I’oxygéne
singulet, et piége les radicaux peroxydes ROO™ (Krinsky, 1989).

I11-2-3-L es cofacteur s minéraux

Certaines enzymes antioxydantes de I’organisme ne sont fonctionnelles que si
I’oligoélément est présent : le zinc (dans la SOD1), le manganese (dans la SOD2), le fer
(dans la catalase), le cuivre (dans la SOD1) ou encore le sélénium (dans la glutathion
peroxydase). On reviendra sur deux d’entre eux dans les lignes qui suivent, le zinc et le

sélénium.
-Leznc

En plus de son rdle de cofacteur dans la SOD1, on suggére souvent que le zinc (qui
n’est pas un élément de transition) pourrait agir comme antioxydant en déplacant le fer
(particulierement ionique) des sites de fixation, inhibant alors la synthése d’especes

réactives rendue possible ou facilitée par sa présence.
-Lesé8énium

Le sélénium n’est pas un anti-oxydant en tant que tel, car il ne peut piéger les radicaux
libres, mais il joue un rdle primordial comme cofacteur de la GPx. Dans I’alimentation, on
retrouvera essentiellement du sélénium organique, lié a un acide aming, la cystéine. Le
sélénium organigque est mieux absorbé, il subit une métabolisation hépatique qui conduit a
des intermédiaires nécessaires a la synthése de dérivés physiologiquement actifs comme la
GPx. (Halliwell et Gutteridge, 2008).
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|- Les pathologiesliées au stress oxydatif

Dans les systémes biologiques, |e stress oxydatif se définit comme un déséquilibre entre
la production de radicaux libres principalement les ROS et leur destruction par des systemes
de défenses cellulaires anti oxydants endogénes avec comme conségquences des altérations du
fonctionnement cellulaire. A faibles concentrations, ces espéces radicalaires ou réactives
sont impliqués dans un grand nombre de processus physiol ogiques tels que la modulation de
la croissance cdlulaire (différentiation, prolifération) et des réactions inflammatoires ou
encore la signalisation cellulaire. A concentrations plus élevées, elles peuvent engendrer des
dommages importants sur la structure et le métabolisme cellulaire qui se traduisent par
diverses altérations biochimiques intracellulaires telles que I’oxydation de I’ADN et de
protéines, la peroxydation des lipides ou encore la perturbation de I’homéostasie du calcium
intracellulaire. Afin de s’en protéger, la cellule a mis en place des systémes de défense. S’ils
sont dépassés ou inefficaces, un déséquilibre se produit en faveur des radicaux libres, il y a
alors le stress oxydatif pathologique pour les cellules et les tissus. (Becker, 2004; Droge,
2002).

Les mécanismes a I’origine de la surproduction d’ROS sont initiés par des cytokines
produites lors de I’inflammation et les cellules phagocytaires en sont les principales
productrice méme si les cellules endothéliaes, les fibroblastes et les chondrocytes peuvent
également produire des ROS. De plus, il a éé montré que les ROS interviennent dans la
régulation de I’inflammation par la stimulation de la synthese de molécules d’adhérence et de
médiateurs de I’inflammation. Cette surproduction d’ROS est directement lié au phénoméne
d’explosion oxydative et permet la destruction des agents pathogénes phagocytés. Rappelons
la MPO est au centre des processus inflammatoires dans lesquels interviennent les
neutrophiles. Cependant, elle peut étre délétere pour les cellules phagocytaires et le tissu
environnant lorsque les ROS traversent |es membranes ou sont reléchés avec les déchets de la
phagocytose (Jung-bluth, 2008).

I
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Figure 10 : ROSs et ERNs produits lors de I’inflammation (Jung-bluth, 2008).

I1- Stressoxydatif et maladies cardiovasculaires

Le stress oxydatif joue un rdle important dans les maladies cardiovasculaires comme
I’hypertension artérielle, le diabéte, les accidents cérébro-vasculaires et I’insuffisance

cardiaque, 1’athérosclérose.
I1-1- Hypertension artérielle (HTA)

L'augmentation du stress oxydatif pourrait jouer un réle important dans I’élévation de la
pression artérielle (Meng et al., 2003; Meng et al., 2002; Tian et al., 2005) et I'installation
de I'HTA dans diverses situations pathologiques comme l'insuffisance rénale chronique
(IRC), le diabéte et le syndrome métabolique. Elle peut également étre associée a I’'HTA
induite par I’inhibition de la NOS (Vaziri et al. 2005). Inversement, |'édévation de la
pression artérielle provogue un stress oxydatif (Barton et al. 2001; Griendling et al. 2000).
Ces observations suggérent que le stress oxydatif est impliqué dans un cercle vicieux dans la
pathogénése de I'HTA (Vaziri, 2008).

I
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I1-2- L insuffisance cardiaque

Des études ont montré que le stress oxydatif était accru lors de pathologies cardiagues et
plus précisément lors d’insuffisance cardiaque. Une production chronique d’ROS au sein de
la mitochondrie des cellules cardiaques provoque des dégats sur I’ADN mitochondrial et
I’accumulation de mutations induit des dommages cellulaires aboutissant a des remodel ages
cardiaques importants. Ces processus interviendraient dans certaines pathol ogies cardiagues
comme les cardiomyopathies hypertrophiques, les cardiomyopathies dilatées, les blocs de
conduction (Tsutsui, 2001).

I1- 3- diabéte

Les complications du diabéte sont fortement liées a certain nombre de facteurs. A coté de
I’hyperglycémie chronique et la glycation non enzymatique des protéines, un facteur trés
important impligué dans la genese de ces complications est le stress oxydatif (Guerci et
al.,2001 ;Punitha et al .,2005). En effet, le métabolisme cellulaire normal de I’oxygene
produit de maniere continue de faibles quantités d’espéces oxygénées activées dont font partie
les radicaux libres (O2., OH... le peroxyde d’hydrogene et I’oxygene singulet). Le patient
diabétique présente une surproduction des ROS d’une part et d’autre part, une diminution des
antioxydants, ce qui génere un état de stress oxydatif (Huang et al., 2004; Pincemail et al.,
1999).

[1-4- L athérosclérose

Le processus de stress oxydatif sont directement impliqués dans la pathogénie de cette
maladie une surproduction d’ROS (due a une hypertension, une hypercholestérolémie, un
diabete, au tabagisme, etc) intervient dans I’activation des cellules impliquées dans
I’athérosclérose, dans la formation et dans la progression de la lésion (on pourra citer

I’intervention de la NADPH oxydase vasculaire par exemple) (Beaudeux et al., 2006).
[11- Stress oxydatif et maladies nerveux

Le systéme nerveux central est particulierement vulnérable au stress oxydatif dans la
mesure ou il consomme un tiers de I’oxygene. La production de radicaux libres par les
cellules du systéme immunitaire permet de lutter contre les agents pathogenes. La microglie,

une fois activée, synthétise du monoxyde d’azote (NO°), des anions suroxydes (02°') et du

prosxynitrite (ONOO®) qui peuvent entrainer la mort des cellules saines avoisinantes par

I
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apoptose. La contribution de ces radicaux dans la mort neurale au cours des pathologies
dégénératives du SNC semble considérable (Godbout., et al 2004).

[11-1- La sclérose en plaques

Les radicaux libres peuvent étre importants dans la pathogénie dans la sclérose en
plaque. Les ROS produits par les macrophages ont été impliqués comme les médiateurs. De
plus, les radicaux libres peuvent activer des certains facteurs de transcription, qui régule
I'expression de beaucoup de genes impliqués dans la sclérose en plague. (Leppert et al.,
1995 ; Merrill, et al., 1997 ; Romanic, et al., 1994).

IV - Stress oxydatif et maladiesrespiratoires
1V -1- Asthme

Le stress oxydatif est augmenté dans les voies agriennes chez les asthmatiques Des
études ont montré que les ROS sont associé a la pathogénie d'asthme par évoquer une hyper
réactivitié bronchiale (Cortijo et al., 1999; Sadeghi-Hashjin et al., 1996). Ainsi des
infections virales, I'ozone et la fumeée de cigarette qui sont des déclencheurs potentiels de
I'asthme, peuvent servir des sources de qui déclenchent I'inflammation et les symptomes
d'asthme. D’autres études sur des animaux suggeérent que ROS peuvent contribuer a
I'hyperréactivité des voies aériennes en augmentant la tension vagae, due a l'inhibition de
récepteurs adrénergiques (3, et diminuant le balayage mucociliare (Adam et al., 1999 ;
Owen ,Set al. ,1991). Les ROS sont capables de provoquer plusieurs caractéristiques patho-
physiologiques de I'asthme, y compris :

- Une libération éevée d'acide arachidonique.

- La contraction de muscle lisse des voies aériennes.

- L’augmentation de laréactivité et des sécrétions des voies agriennes.
- L’augmentation de la perméabilité vasculaire.

- L’augmentation de la synthése de chimioattractants.

- L’inhibition de récepteurs adrénergiques f (Adam.L et al.,1991).
V- Stress oxydatif et maladies hépatique

L'expression des différentes protéines viraes et I'infection chronique des hépatocytes

par HCV ne sont pas sans conségquences sur la physiologie hépatique, contribuant ainsi au

)
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développement d'une hépatite et & son évolution vers la fibrose, la cirrhose. Ces altérations

de la physiologie hépatique incluent une augmentation du stress oxydatif, un stress du

réticulum endoplasmique, des dysfonctions mitochondriales, une induction de |'autophagie
et des dérégulations du métabolisme gluco-lipidique (Koike et al., 2010; Shelkh et al.,
2008; Woodhouse et al., 2010). Toutes ces atérations sont interdépendantes et participent &

la pathogenese virale, conduisant notamment au développement d'une stéatose, d'une fibrose

(Levrros, 2006).
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Figure 11 : Les conséquences secondaires d’un stress oxydatif (fleches bleues) sont

pour lacellule: lanécrose, I’apoptose, I’inflammation et la fibrose. Les adipocytes

et les cellules de Kupffer réagissent a I’état des hépatocytes en secrétant des facteurs

pro-inflammatoires (L evrr os, 2006).
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Matériels et méthodes

|. Matériels

[.1. Matéridl biologique
[.1.1. Population d’étude

Notre étude a été réalisée sur une période de 5 mois (de novembre 2015 a fin d’avril
2016). Nous avons travaillé sur 242 patients atteints de différentes maladies chroniques
ains que 30 sujets sains (groupe témoin). Les deux sexes sont inclus. L’échantillon est
constitué de maniére aléatoire a partir des malades venu de régions différentes de la wilaya
de Tébessa consultant au niveau des services de I’établissement hospitaliére Bouguerra

Boulaaress (Bakkaria). Les 242 patients étudiés ont été subdivisésen:
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[.1.2. Préévement sanguin

Pour réaliser un dosage des parametres biochimique et sérique des patients, nous avons
réalisé des prélévements sanguins a partir des patients. Pour chaque patient, le prélévement a
été realisé par ponction veineuse au pli du coude et ajeun sur tube sec utilisé pour le dosage.

Le prélevement sanguin a été centrifugé (Presvac DCS-16 RTV) pendant 5min a 3000

tours/min.

L’acide urique, la bilirubine totale et directe, ainsi que I’albumine, ont été doseés pour
touts les 272 sujets au niveau du laboratoire d’analyses médicales de I’établissement
hospitaliére Bouguerra Boulaaras a I’aide d’une automate mindry BC.5300. Nous avons
récupérés et ramenés au laboratoire de faculté des sciences de la nature et de la vie 102

sérums pour |e dosage de nitrite, protéines totaux, et les protéines oxydées.
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|.2. Réactifs

Nous avons utilisés les produits de « Sigma» pour le dosage des paramétres au niveau
de laboratoire de la faculté.

Pour les paramétres dosés au niveau de laboratoire d’analyses médicales de
I’établissement hospitaliere Bouguerra Boulaaras, les réactifs sont des coffrets
commercialisés de «Biomagreb » et nous avons suivi les instructions données par le

fabricant. IIs contiennent en général les réactifs suivants :

I.2.1.Réactifs de dosage de I’acide urique

*Réactif 01 : Tampon phosphate pH 7,5: 50 mmol/l, Acide 3-5-dichloro- 2-
hydroxybenzene sulfonique : 2 mmol/1

* Réactif 02 : Amino4 antipyrine 0,23 mmol/1, Peroxydase > 660 U/I, Uricase > 60 U/I

e Etalon: n=60mg/1= (357 umol/l)

|.2.2.Réactifs de dosage de la bilirubine

» Réactif 01 : Acide sulfaniliqgue 5g/1

» Réactif 02 : Nitritede sodium 1 g/1

» Réactif révelateur 3 : Caféine 50 g/1, Acétate de sodium 125 g/1, Benzoate de
sodium 75 g/1

* Réactif 04 : Tartrate de sodium et de potassium 1 75 g/1

e Etalon: titredonné par lefabricantn= X x rng/1
1.2.3. Réactifs de dosage de I’albumine

*Réactif 01 : Vert de Bromo-crésol 0,14 g/l, Tampon succinate 75 mmo/l, Bri 7. ml /I.
*Etalon : Albumine bovine 50 g/l.

1. Méthodes
[1.1. Dosage sérique de I’acide urique
» Principe

Ladétermination de I'acide urique par |la méthode enzymatique se fait selon les
réactions suivantes :

Acideurique + 2H,O0 + O, dlantoine + CO,+ H,O,
Uricase
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peroxydase
H,0, +acide 3-5-dichloro- 2-hydroxybenzéne sulfonigue —— quinone+2H,O+HCL +
amino-4-antipyrine
» Mode opératoire
Il faut Sassurer avant emploi que les réactifs et les échantillons sont a la température
ambiante pendant 10 a 20 minutes.
* Longueur d'onde : 510nm (4902550 nm)
» Température d'incubation 37°C
* Zéro de I'appareil : blanc réactif
» Domaine de linéarité : jusqu'a 250mg/I
» Stabilité de la coloration : 30 minutes a 20°C-25°C ou 10 minutes a 37°C

Dissoudre le réactif 2 dans le réactif 1 pour obtenir la solution de travail.

Blanc de reactif Etalon deréactif Echantillon
Echantillon 20pl
Etalon 20ul
Solution de travail 1ml Iml 1 ml

> Calcul
Résultat = (Abs de dosage * concentration de I’étalon)/ Abs de I’étalon

» Valeursnormales
Elles varient selon I'age et le sexe.
Femme: 25 - 60 mg/|
Homme : 34-70 mg/l

I1.2. Dosage sérique dela bilirubine totale et directe
» Principe
La hilirubine totale est dosée en présence de caféine selon une réaction de diazotation
avec l'acide sulfanilique diazoté. Par ailleurs, le dosage de la bilirubine conjuguée (directe)

se fait en absence de caféine.
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» Mode opératoire

Il faut sassurer avant emploi que les réactifs et les échantillons sont a latempérature
ambiante pendant 10 a 20 minutes.
* Longueur d’'onde ; 600 nm (Bilirubine totale) 530 nm (Bilirubine directe)
* Zéro de l'appareil : blanc échantillon
» Domaine de linéarité :  jusgu'a 100 mg/1
« Stabilité de la coloration : 60 minutes 4 20°C-25°C

Solution du travail (BT) : Mélange 20 volume de réactif 1 avec 1 volume de réactif 3, et

lasolution du travail (BD) : Mélange 20volume de réactif 2 avec 1 volume de réactif 3.

Blanc Etalon Echantillon
Etalon R4 20 ul
Echantillon 20 pl
Réactif R1 pour |laBT et
réactif R2 pour laBD 1ml 1 ml 1ml
Réactif 03 50 pl 50 pl 50 pl

» Calcul
Résultat = (Abs de dosage * concentration de I’étalon)/ Abs de I’étalon

» Valeursnormales
Bilirubine totale : 2-10 mg/I
Bilirubine directe : 0-2 mg/l

I1.3. Dosage sérique de I’albumine

» Principe
Dosage colorimétrique de I’albumine sérique avec le vert de bromo-crésol, un complexe
coloré se forme lorsque le vert de bromo-crésol réagit avec I'albumine.
» Mode opératoire
Le réactif est prét al'emploi et peut étre placé directement sur |'appareil.
eLongueur d’onde 628 nm
sTempérature 20-25°C
 Zéro del'appareil :  blanc échantillon
* Stabilité de la coloration : 30mn
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Blanc Etalon Echantillon
Echantillon 10pl
Etalon (R2) 10pl
Réactif (R1) 2mli 2mli 2ml

» Calcul

Résultat = (Abs de dosage * concentration de I’étalon)/ Abs de I’étalon
» Valeursnormales

Albumine: 35-50 g/ml

I1.4.Dosage de nitrite
» Principe

Le dosage des nitrites est basé sur la réaction de Griess qui a I’origine faisait réagir une
premiére amine aromatique pour former un diazoique, qui se couplait a une seconde amine
aromatique pour former un colorant rose.

La sulfanilamide réagit avec les ions nitrites en milieu acide, pour former un diazoique
qui réagit aors avec le N-naphtyl-éthylénediamine, le composé formé absorbe a 543 nm.

» Mode opératoire
On met 100 pl de sérum dans un tube puis on gjoute 50 pl de Griess 1 et 50 ul de
Griess 2.
Les tubes sont incubés pendant 10 minutes a37 °C
Centrifugation 10 minutes.

La densité optique est mesurée au spectrophotomeétre a 543 nm.

» Calcul delaconcentration de nitrite

La concentration de nitrite dans les échantillons est déterminée par comparaison aux

valeurs obtenues pour une courbe standard réalisée en parallée.
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y=0,067x + 1,179

2 R2=0,985
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Figure 12: courbe d’étalonnage des nitrites

I1.5.Dosage de protéinestotales

> Principe

La concentration de protéines totales est déterminée selon la méthode de Bradford
(1976) qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Cette méthode est basée su
un dosage col orimétrique.

Une gamme étalon a été préparée a partir d’une solution de BSA a 0.1% un volume de
3ml de réactif de Bradford est goutée dans chague tube. La lecture des DO se fait a
A=595nm. La concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme
étalon d’albumine sérique bovine (BSA) (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions.

» Mode opératoire
On met 100 pl de sérum dans un tube puis on gjoute 3 ml du réactif de bradford
Les tubes sont incubés pendant 10 minutes a 37 °C
La densité optique est mesurée au spectrophotomeétre a 595 nm.

» Calcul dela concentration des protéines

La concentration des protéines dans les échantillons est déterminée par comparaison aux
valeurs obtenues pour une courbe standard réalisée en parallée.
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Figure 13: courbe d’étalonnage de protéines totales
I1.6. Dosage de protéines oxydées
> Principe

Les AOPP ont la capacité d’absorber a 340nm en condition acide. La chloramine-T

utilisée comme standard absorbe aussi a 340nm en présence d’iodide de potassium.

» Mode opératoire
Dans un tube de 1,5 ml ajouter 80 pL de plasma dans 400 pL de PBS 1X et mixer 6
min dans 1’obscurité.
Ajouter 20uL de KI dans les tubes.
Ajouter 40uL d’acide acétique dans les tubes et mixer 6 min dans I’obscurité
Lire immédiatement a 340mn.

» Calcul dela concentration des protéines

La concentration des proténes dans les échantillons est déterminée par comparai son aux

valeurs obtenues pour une courbe standard réalisée en paralléde.
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[1.7. Analyse statistique des résultats

Figure 14: courbe d’étalonnage des protéines oxydées

La saisie des données a été réalisée a l’aide de logiciel Excel 2007. Pour la comparaison

entre deux moyennes, nous avons utilisées un test non paramétrique de Mann- Whithney y

gréce au logiciel Minitab. Le de signification a été fixé & 5%.
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Résultat

1. Dosage de I’acide urique

L’analyse des taux d’acide urique montre la présence d’une différence significative
entre les témoins et les patients atteints de diabéte type 2 (P=0.000), de I’HTA (P=0.000), de
I’AVC (P=0.013), d’asthme (P=0.019) ains que ceux atteints de cardiopathies (P=0.044).

Par contre, aucune différence significative n’a été observé entre les taux d'acide urique

des témoins comparée a celle des patients atteints de tuberculose (P=0.098), de I’hépatite C
virale (P=0.217), de diabéte type 1 (P=0.289), de sclérose en plaque (P=0.407) ainsi que
ceux atteints de cirrhose de foie (P=0.815).
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Figure 15 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints de diabéte type 2

et des témoins
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Figure 16 :

témoins
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Figure 17 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints d’AVC et des

témoins
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Figure 18 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints d’asthme et des

témoins
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Figure 19 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints de cardiopathies

et des témoins




RESULTAT

% P=0098

80 | \
70
60
50
40
30 T —
20 L
10
0

77
66,32

Acide urique mg/l

Figure 20 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints de tuberculose et
des témoins
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Figure 21 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints d’HCV et des
témoins
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Figure 22 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints de diabéte type
01 et des témoins
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Figure 23 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints de sclérose en
plaque et des témoins
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Figure 24 : Variation de taux de I’acide urique des patients atteints de cirrhose de

foie et des témoins

2. Dosagedelabilirubine Totale

L’analyse des taux de bilirubine totale montre la présence d’une différence

significative entre les témoins et les patients atteints de diabete type 1 (P=0.000), d’AVC
(P=0.000), de cardiopathies (P= 0.000), d’HCV (P=0.000), d’HTA (P=0.000), de cirrhose de
foie (P=0.001) ainsi que ceux atteints de tuberculose (P=0.016).

Par contre, aucune différence significative n’a été observé entre les taux de bilirubine

totale des témoins comparée a celle des patients atteints de diabete type 02 (P=0.224) ainsi
que ceux atteints d’asthme (P=0.351).
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Figure 25 : Variation de taux de la bilirubine totale des patients atteints de diabéte type 01 et
des témoins
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Figure 26 : Variation de taux de la bilirubine totale des patients atteints d’AVC et
des témoins
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Figure 27

Variation de taux de la bilirubine totale des patients atteints de
cardiopathies et des témoins
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Figure 28 : Variation de taux de la bilirubine totale des patients atteints d’HCV et

des témoins
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Figure 29 : Variation de taux de la bilirubine totale des patients atteints d’HTA et

des témoins
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Figure 30 : Variation de taux de la bilirubine totale des patients atteints de cirrhose

de foie et des témoins
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Figure 31 : Variation de taux de la bhilirubine totale des patients atteints de

tubercul ose et des témoins
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Figure 32 : Variation de taux de la bilirubine totale des patients atteints de diabéte
type 02 et des témoins
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Figure 33 : Variation de taux de la hilirubine totale des patients atteints d’asthme et
des témoins

3. Dosagedelabilirubinedirecte

L’analyse des taux de bilirubine directe montre la présence d’une différence
significative entre les témoins et les patients atteints de diabete type 1 (P=0.000), d’AVC
(P=0.000), de cardiopathies (P=0.000), d’HCV (P=0.000), d’HTA (P=0.000), de cirrhose de
foie (P=0.001), de sclérose en plaque (P=0.001), de diabéte type 02 (P=0.005), ceux atteints
de tuberculose (P=0.035) ainsi que d’asthme (P=0.044).
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Figure 34 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints de diabéte
type 01 et des témoins
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Figure 35 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints d’AVC et

des témoins
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Figure 36 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints de
cardiopathies et des témoins
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Figure 37 :
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Figure 39 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints de cirrhose

defoie et des témoins
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Figure 40 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints de sclérose

en plaque et des témoins
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Figure 41 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints de diabéte
type 02 et des témoins
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Figure 42 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints de

tubercul ose par rapport aux témoins
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Figure 43 : Variation de taux de la bilirubine directe des patients atteints d’asthme
par rapport aux témoins

4. Dosage de I’albumine

Les résultats obtenus montrent qu’ils n’y a pas une différence significative chez la
majorité des patients par rapport au témoin sauf les patients qui atteint ’'HCV (P=0.007) et
lacirrhose de foie (P=0.008)
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Figure 44 : Variation de taux de I’aloumine des patients atteints I’HCV par rapport

aux témoins
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Figure 45 : Variation de taux de I’albumine des patients atteints de cirrhose de foie

par rapport aux témoins
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Figure 46 : Variation de taux de I’aloumine des patients atteints de sclérose en

plaque par rapport aux témoins
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Figure 47 : Variation de taux de I’albumine des patients atteints de cardiopathies par

rapport aux témoins
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Figure 49 : Variation de taux de I’albumine des patients atteints d’AVC par rapport

aux témoins
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Figure 50 : Variation de taux de I’albumine des patients atteints d’HTA par rapport

aux témoins
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Figure 51 : Variation de taux de I’albumine des patients atteints de diabéte type 02

par rapport aux témoins
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Figure 52 : Variation de taux de I’albumine des patients atteints de diabete type 01

par rapport aux témoins
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Figure 53 : Variation de taux de I’albumine des patients atteints de tuberculose par

rapport aux témoins

5. Dosagedesnitrites

Le dosage des nitrites indique une augmentation significative dans son taux par rapport

au témoin (P=0.000) dans toutes les maladies chroniques éudiés.

14

12

10

Nitrite

P=0.000
\

T 11,671

o
I

Figure 54 : Variation des taux de nitrites des patients atteints de diabéte type O1 par

rapport aux témoins
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Figure 55 : Variation de taux des nitrites des patients atteints de diabéte type 02 par

rapport aux témoins

14

12

10

Nitrite

P=0.000
A

T+ 3

—
L

—

Figure 56 : Variation de taux des nitrites des patients atteints de cardiopathies par

rapport aux témoins
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Figure 57 : Vaiation de taux de nitrites des patients atteints d’asthme par rapport

aux témoins
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Figure 58 : Variation de taux des nitrites des patients atteints d’AVC par rapport

aux témoins
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Figure 59 : Variation des taux des nitrite des patients atteints d’HTA par rapport

aux témoins

6. Dosage des Protéines

L analyse des taux des protéines montre la présence d’une différence significative

entre les témoins et les patients atteints de diabéte type 2 (P=0.003), de cardiopathies
(P=0.005), ainsi que ceux atteints de diabete type 1 (P=0.015).

Par contre, aucune différence significative n’a été observé entre les taux des protéines
des témoins comparée a celle des patients atteints d’AVC (P=0.093), d’asthme (P=0.325),
ains que ceux atteints d’HTA (P=0.453).
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Figure 60 : Variation de taux des protéines des patients atteints de diabete type 02

par rapport aux témoins
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Figure 61 : Variation de taux des protéines des patients atteints de cardiopathies par

rapport aux témoins
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Figure 62 : Variation de taux des protéines des patients atteints de diabete type 01
par rapport aux témoins
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Figure 63 : Variation de taux des protéines des patients atteints d’AVC par rapport
aux témoins
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Figure 64 : Variation de taux des protéines des patients atteints d’asthme par rapport

aux témoins
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Figure 65 : Variation de taux des protéines des patients atteints d’HTA par rapport
aux témoins
7. Dosage des protéines oxydées
Aucune différence significative n’a été observé entre les taux des protéines oxydées des

témoins comparée a celle des patients atteints des différentes maladies.
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Figure 66 : Variation de taux des protéines oxydées des patients atteints d’HTA par

rapport aux témoins
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Figure 67 : Variation de taux des protéines oxydées des patients atteints de diabéte

type 02 par rapport aux témoins
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Figure 68 : Variation de taux des protéines oxydées des patients atteints de

cardiopathies par rapport aux témoins
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Figure 69 : Variation de taux des protéines oxydées des patients atteints de diabéte

type 01 par rapport aux témoins
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Figure 70 : Variation de taux des protéines oxydées des patients atteints d’AVC par

rapport aux témoins
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Figure 71 : Variation de taux des protéines oxydées des patients atteints d’asthme

par rapport aux témoins
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Discussion

Le stress oxydatif est le résultat d’un déséquilibre entre la production des radicaux libres
et leur dimination (Dalle-Donne et al., 2006; Dhalla et al., 2000). L’organisme se protége
en permanence contre la formation et I’agression des produits oxydants grace a divers

meécanismes de défense tant enzymatiques que non enzymatiques.

Le stress oxydatif contribue a I’initiation et a la progression de plusieurs maladies
inflammatoires aussi bien cardiovasculaires, neurologiques que métaboliques (Dalle-Donne
et al., 2006; Dhalla et al., 2000). Son action pro-inflammatoire serait due a son effet direct
sur I’activation des génes codant pour les cytokines d’ou une augmentation de la production
des cytokines. Les dérivés de |'oxygene, agissant comme seconds messagers, activent les
facteurs de transcription tels que le facteur nucléaire kappa B (NFkB) et I’activateur de la
protéine-1 (AP-1) conduisant a la transcription des génes codant pour des cytokines et des
facteurs de croissance (Meyer et al., 1993 ; Nath et al., 1998). Au cours de I’inflammation,
la libération des cytokines par les macrophages stimulerait en outre la production des ROS
(Hohmeier et al., 2003 ; Ziyadeh et al., 2008); par conségquent, la production des cytokines
induite par le stress est susceptible d'augmenter encore le niveau de stress oxydatif mise en
place d'un cercle vicieux. (Elmarakby et al., 2010).

L’objectif de notre étude a été d’évaluer les capacités antioxydantes sériques chez des

patients atteints de différentes maladies chroniques.

Notre travail a été réalisé sur des patients atteints de maladies d’étiologies différentes
aboutissant toutes a un état inflammatoire. En effet, des taux élevés de nitrites ont été
retrouves chez tous les patients éudiés par rapport aux témoins. Cette augmentation serait
due & une expression accrue de I’interleukine -1-b (IL-1-b), de TNF-a, et de I’interferon
(IFNy) dans les cellules inflammatoires lors des pathologies induisant |a production de la
iINOS (Federico et al ., 2007).

Dans notre travail, le dosage de [I’aloumine a montré clairement que, par
rapport au témoin, I’albuminémie est assez équilibrée chez les patients atteints de
diabete (01 et 02), de I'HTA, la cardiopathie, la sclérose en plaque, I’asthme,
I’AVC et la tuberculose. Nos résultat sont en accord avec des travaux antéceédents
ayant montré que I’albumine reste dans les normes chez les patients atteints d’AVC
(Bhatia et al., 2004), d’HTA (Chin et al., 2008), et des cardiopathies d’origine
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ischémique (Krijgsman et al., 2002). Cependant, d’autres travaux ont montré une
diminution des taux de I’albumine chez les patients atteints de diabete (Blackburn
et al.,, 2005), de sclérose en plague (Fuhua et al., 2011) ainsi que ceux atteints
d’asthme (Vural et al., 2000).

En paralléle, les patients atteints de I’HCV et de la cirrhose ont montré une diminution
de la concentration sérique en albumine. Nos résultats sont en accord avec I’équipe de
Pradeep (2012) et Fizanne (2010) qui ont été trouvé une hypoalbuminémie chez les
patients atteints des mémes maladies.

L albumine représente I’antioxydant majoritaire du plasma, un compartiment du corps
fortement sollicité par le stress oxydatif. La plupart de ses propriétés antioxydantes est
attribuée a sa capacité de fixation de nombreux ligands, par I’adaptabilité de sa structure. De
plus le seul groupement thiol libre au niveau du résidu Cys34 de I’albumine lui confére des
capacités supplémentaires de fixation et la possibilité de piéger des radicaux libres
(Rondeau, 2010). Au niveau plasmatique, du fait de ses propriétés antioxydantes, I'albumine
est particuliérement exposée en présence d'une augmentation du stress oxydatif. Celui-ci est
en partie responsable de l'altération fonctionnelle de I'abumine au cours des atteintes
hépatiques séveres. LesROS et les ERN, ains que les produits issus de leur dégradation
(peroxydation lipidique), modifient la conformation et les propriétés éectrostatiques de
I'albumine, réduisant ses capacités de liaison (avec les acides gras ou les xénaobiotiques, par
exemple) ainsi que ses effets antioxydants. L'oxydation de I'albumine induit un changement
de pharmacocinétique responsable d'une accélération de I'élimination de la molécule facteur

participant probablement a l'hypoa buminémie (Fizanne et Oberti, 2010).

Le foie éant le seul site de synthése de I’albumine, lors des maladies hépatiques telles
que la HCV et la cirrhose, la concentration plasmatique en albumine se voit diminuée en
raison d’une altération de la fonction de synthese hépatique ou peut étre également par un
défaut d’excrétion hépatocytaire (Fizanneet Oberti, 2010). Ains, au cours de ces
pathologies, les capacités de liaison et de transport de I’albumine sont diminuées et sont
corrélées avec la sévérité de la maladie (Klammt et al., 2007 ; Jalan et al., 2009). Cette
altération fonctionnelle globale est due en partie a I’hypoalbuminémie, mais auss a des
modifications conformationnelles. Les propriétés de liaison de I’albumine dépendent en effet
de la structure tridimensionnelle des sites de liaison répartis sur la molécule. En principe,
toute modification de la protéine peut entrainer une modification de sa conformation et donc

de ses propriétés de liaison.
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Nos résultats concernant les protéines totaux et ceux des protéines oxydées montrent
des taux |égerement augmentés par rapport aux témoins mais statistiquement non
significatif. Les protéines oxydées sériques représentent en majorité 1’oxydation de
I’albumine, cependant nos résultats ne montrent pas d’altération dans les taux d’albumine;
ce qui se répercuterait sur les taux de protéines oxydants et expliquerait ces résultats. Les
résultats des protéines oxydées associés a ceux de I’albumine et des protéines totaux
montreraient que les proténes ne seraient pas affectées par le stress oxydant et ne seraient
pas altérés par ce dernier dans les pathol ogies étudiées.

Nos résultats montrent une augmentation significative des taux de la bilirubine directe
dans toutes les maladies étudiés, nous avons constaté aussi des taux élevés de la bilirubine
totale chez nos patients a I’exception de ceux qui atteints de diabete type 02 et d’asthme. Les
travaux antérieurs des équipes de Cheriyath 2010 ; Chin (2008) ; Dohi (2003) ; Jing-Ping
(2010) ; Pradeep (2012) ont &té montrés une augmentation des taux de la bilirubine dans le
diabéte, I’'HTA, I’AVC, les cardiopathies, I'HCV et ains que la cirrhose hépatiques
respectivement. Contrairement I’équipe de Blackburn (2005) ont été montrés une

diminution de taux de bilirubine au cours de diabéete type 02.

Plusieurs éudes ont montré que les différentes formes circulantes de bilirubine sont des
antioxydants puissants. La bilirubine synthétisée lors du métabolisme de I’héme par I’action
successive de différentes enzymes. L’une d’elle, I’héme oxygénase (HOX-1) enzyme
microsomale présente dans les deux tissus centraux et périphériques, limite la vitesse de
production de la bilirubine et convertit I’heme a la biliverdine (Maines, 1988). La
biliverdine est ensuite réduite en bilirubine par une enzyme cytosolique la biliverdine
réductase (Yamaguchi, et al., 1994). De plus, les déivés de NO tels que les nitrites
induisent I’activation de I’heme oxygénase (HOX-1) (Cavicchi,et al., 2000). Cette
activation augmente la formation de la bilirubine dans les états pathologiques (Maines.,
1988).

L activité antioxydante de la bilirubine aussi bien conjuguée que non conjuguée est liée
a son efficacité a piéger les radicaux peroxyle et d'ére en mesure de protéger contre la
peroxydation lipidique (Siow et al.,1999; Yamaguchi et al.,1996). La bilirubine se lie
avec I’albumine pour nettoyer les acides gras liés aux radicaux libres (Sharma et al., 2006).
Au cours des maadies inflammatoire, une diminution importante de I’affinité de la

bilirubine pour I’albumine a été observée, suggérant le rdle clé de la Lys525 dans |a capacité

de fixation de ligands par I’albumine (Shaklai et al., 1984).
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L'acide urique est un produit final du métabolisme des purines I'un des principaux
antioxydants endogenes solubles dans le corps (Becker ., 1993).

Nos résultats ne montrent aucune différence significative des taux d’acide urique chez
les patients atteins de tuberculose, d’HCV, de cirrhose, de diabete type 01, ainsi que ceux
atteints de sclérose en plague par rapport aux témoins alors que les études de 1’équipe de
Afzali (2010); Fuhua (2007); Marra (2001); Papastavros (2002) montrent une
augmentation significative des taux d’acide urique dans les mémes pathologies
respectivement. Egalement, notre travail montre des taux élevés d’acide urique chez les
patients atteints de diabete type 02, 'HTA, I’AVC, les cardiopathies et d’asthme. Nos
résultats sont en accord avec les éudes de I’équipe de Cherubini (2000) ; Johnson (2003)
; Perlstein (2006) ; Yamada (2011) qui ont été trouvés que les taux d’acide urique ont été
élevé chez les patients atteints d’AVC, des cardiopathies, d’HTA ainsi que de diabéte type 2
respectivement. Contrairement a ces travaux, I’équipe de Misso (2005) ont été trouveé que

I’acide urique reste équilibré chez les patients atteint de I’asthme.

Les niveaux élevés dacide urique sérique sont dus a une augmentation de leur
production ou une diminution de son excrétion. L'ATP est dégradée en adénine et en
xanthine, et il augmente également la production de la xanthine oxydase. La disponibilité
accrue de substrat (xanthine) et de I'enzyme (la xanthine oxydase) entraine la production

accrue d'acide urique (Johnson et al., 2003).

En outre, tandis que I'acide urique est considéré comme un antioxydant, il joue un role
neuroprotecteur dans les accidents cérébraux-vasculaire (Yu et al., 1998), il est considéré
comme un oxydant dans d’autres conditions, et il est impliqué dans le développement de
certaines maladies (Abuja, 1999 ; Santoset al., 1999).

Certains auteurs ont trouvé que les niveaux élevées de I’acide urique dans I’'HTA
peuvent provoque des dommages aux organes ciblé par I’'HTA (telles que les riens et les
yeux) (Viazzi et al., 2005) en exercant un effet délétere sur la fonction endothéiae
(Johnson et al., 2003).

Yamada (2011) et son éguipe montrent que I'hyperuricémie est un prédicateur de la
survenue d'accidents vasculaires cérébraux chez patients atteint de diabete type 02 (L ehto et
al. 1998).




CONCLUSION



CONCLUSION

Le stress oxydatif et ses effets sur les cellules de I’organisme est un phénomeéne tres
étudié, car il est responsable des conséquences multiples touchant les acides nucléques, les

protéines ou les lipides et I’induction de plusieurs maladies.

L’evaluation de stress oxydatif chez les individus atteints de différentes maladies
chroniques consiste & mesurer la concentration en produits résultant de I’attaque radicalaire

ainsi que des composés participant ala protection anti radicalaire.

Notre travail a porté sur I’évaluation des capacités antioxydants sérique chez les

patients atteints de différentes maladies chroniques inflammatoires.
Les résultats du dosage montrent une perturbation du métabolisme révél ée par:

% la présence d’une différence significative du taux d’acide urique entre les témoins et
les patients atteints de diabete type 2, ’'HTA, I’AVC, d’asthme ainsi les cardiopathies, par
contre, aucune différence significative chez les patients atteints de tuberculose, I’hépatite C
virale, diabete type 1, sclérose en plague ainsi que ceux atteints de cirrhose defoie .

+ une différence significative des taux sériques en bilirubine totale chez les patients
atteints de diabéte type 1, d’AVC, cardiopathies, d’HCV, d’HTA, de cirrhose de foie ainsi
gue ceux atteints de tuberculose alors qu’aucune différence significative n’a été observée
entre les taux de bilirubine totale des témoins comparée a celle des patients atteints de
diabéte type 02 ainsi que ceux atteints d’asthme.

% Une augmentation de maniéere significative des taux sériques en bilirubine directe
dans toutes |es mal adies.

+» Un équilibre des taux de I’albumine chez la majorité des patients par rapport au témoin

sauf les patients qui atteint I’HCV et la cirrhose de foie.

Les résultats trouvés chez les patients confirmeraient la présence du stress oxydatif
durant toutes les maladies étudiées et leur implication associées a plusieurs facteurs

conduisant & son évolution.
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