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Résumé

La néphropathie associée au diabéte est I'étiollagj@us fréquente de linsuffisance rénale
chronique terminale. Cependant, les diabétiqguesrapgment consultés par les néphrologues

a un stade précoce de l'atteinte rénale.

L’objectif de notre travail est de déterminer, aoyen de I'évaluation de quelques marqueurs
biochimiques et de stress oxydatif, la fréquencelad@éphropathie dans une population
diabétique.

Cette présente étude est basée a priori, sur $tigation des parametres biochimiques
sanguins déterminant la fonction rénale chez 13iemta lesquels ont été répartis en trois
groupes distincts a savoir: groupe 1, témoin sajnoupe 2, patients diabétiques ne
présentant pas des signes cliniques d’atteintded@idinalement groupe 3, patients atteints
de néphropathie diabétique a des séances de di@lgde partie consiste en la collection des
valeurs sériques de ces parametres, a savoiydargle, I'urée, la créatinine, I'acide urique,
'albumine plasmatique et I'ionogramme. Par aillew fin d’évaluer I'impact du statut redox
dans le développement des complications néphrapeghiliées au diabéete, 60 échantillons de
plasma sont récupérés des différents groupes gssqiur effectuer le dosage de glutathion
(GSH) réduit et le malondialdéhyde (MDA).

Les résultats obtenus dans cette étude ont peemsetire en évidence une perturbation de la
majorité des parametres biologiqgue mesurés. En, afe déséquilibre homéostasique est
représenté essentiellement par une augmentatiofficigive de la glycémie, du bilan rénal,

ionique et du MDA avec une déplétion de I'albuminget du taux de GSH chez les patients

souffrants de diabéte et de néphropathie diabépgueapport aux sujets témoins

L’insuffisance rénale chronique est la complicatiarplus redoutable du diabéte sucré. Elle
n'est atteinte qu’aprés une durée d’évolution landie dépistage de néphropathie diabétique

a un stade précoce permettrait d’assurer la néptteion.

Mots clés :Diabéte, Néphropathie diabétique, Complicationesat oxydant, bilan rénal
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Abstract

Diabetic nephropathy is the most common cause aFstege renal failure. However,

diabetics are rarely seen by nephrologists at €y stage of kidney disease.

The objective of our work is to determine, throutje evaluation of some biochemical

markers and oxidative stress, the frequency of rogatthy in a diabetic population.

The study is based initially on 138 patients dididato three distinct groups namely group 1,
healthy control; group 2, diabetic patients with elmical signs of renal impairment and
group 3, patients with dilated diabetic nephropathis part consists of the collection of the
results of the various biochemical parameters @ghje, urea, creatinine, uric acid plasma
albumin and ionogram). At the end of the measurémktine impact of oxidative stress in the
development of complications related to diabet@splasma samples are recovered from the
different groups mentioned above to perform theuced glutathione assay and
malondialdehyde.

Our results allowed to implement a disturbancehef majority of the biological parameters
measured. Essentially demonstrated by a significaarease in blood glucose, renal, ionic
and MDA balance with depletion of albumin and GShels in patients with diabetes and

diabetic nephropathy in control subjects

Chronic renal failure is the most formidable coroalion of diabetes mellitus. It is reached
only after a long period of evolution. Screening éarly-stage diabetic nephropathy would

ensure nephroprotection.

Key words: Diabetes, Diabetic nephropathy, Complication,dakie stress.
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2Introduction générale

Le diabete est une maladie métabolique consideaeéquganisation mondiale de la
santé (OMS) comme une épidémie, dont la prévalaraaggmenté de facon trés importante au
cours des derniéres années. A I'échelle mondiél@, mlillions d’adultes vivaient avec le
diabéte en 2014, comparé a 108 millions seulemeri980(I'organisation mondiale de la
santé : OMS, 2016)Ce fléau mondial est caractérisé essentiellemm@ntune hyperglycémie
chronique, secondaire a un défaut partiel ou corgeesécrétion de l'insuline, et/ou d'une
inaptitude des cellules a I'utiliser efficacemédttiz-Andrade etal., 2005)

Parallelement a cette hyperglycémie un état deswrydant s’installe. Il correspond
a un déséquilibre entre la génération d'especegémées activees (EOA) et les défenses
antioxydantes de l'organisme, en faveur des prami@favier, 2006) De nombreuses
pathologies impliquant le stress oxydant dans ldéxloppements, ont été recensées. Outre
les maladies cardio-vasculaires et le cancer, cegainement dans le cadre du diabéte que
des avancées spectaculaires ont été réaliséesuas des derniéres anné@damment et
Foufelle, 2013) Il est maintenant admis que des concentratiomgeék de glucose dans les
milieux extra et intracellulaires induisent un s@xydant qui favorise le développement de
la maladie en perturbant I'insulino-sécrétion etof@gsant I'insulino- résistanceGuebre-
gziabheret al.,2010).

Ces troubles meétaboliques entrainent souvent dedificadions fonctionnelles
permanentes et irréversibles des cellules du camsduisant au développement d’entités
cliniques bien définies appelées «Complicationdidbete» qui typiquement concernent le
systeme cardiovasculaire, nerveux, ceil et touscpéieirement le reirfHasslettet al.,2005).

La néphropathie diabétique entre dans le cadre dawsplications micro-
angiopathiques, elle correspond a une atteinte @lolaire qui se développe dans la majorité
des cas en insuffisance rénale termin&lar¢kawa et al., 2002) Il s'agit de la premiere
cause de mise en dialyse dans les pays dévelopgaspeoportion progresse (de 25 a 50%)
par augmentation de la prévalence du diabéte e®pdtients diabétiques dialysés chroniques
ont un risque de déces vasculaire deux fois plg®itant que les dialysés non diabétiques et
100 fois plus important que la population géné(&édération international de diabete :
FID, 2017). Il s’agit donc d’'une des complications du diabéte conditionne le pronostic

vital.
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Ce manuscrit est essentiellement focalisé sur lanppéhension de la maladie, dans
un premier temps par une recherche bibliographigymermettant de réunir quelques
connaissances fondamentales concernant I'aspect giyathologique. Par la suite, nous
nous somme intéressés a I'évaluation de quelquasametres biochimiques, ainsi que des
biomarqueurs de stress oxydant, pouvant s'avéres fcteurs prédictifs de I'évolution du
diabete vers les complications néphropathiques.

Dans le but d’améliorer le pronostic par le dépigta précoce, une population de patients
souffrant de diabéte et de néphropathie diabétigest mise en comparaison avec une

population témoin saine.
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Chapitre 7 & diabéle

Chapitre 1 : Le diabete
1.1. Définition

Le diabete est défini comme une affection métabeligaractérisée par une glycémie
a jeun supérieure a 1,26 ¢@rimaldi, 2009). Cette situation survient lorsque I'organisme ne
parvient pas a produire suffisamment d’'insulineadwtiliser de maniere efficag®eFronzo
et al., 2015) La chronicité de I'hyperglycémie est responsat@ecomplication a long terme
touchant de nombreux organes notamment les yiesxyeins les nerfs, le cceur et les
vaisseauxXJoseph et Golden, 2014)

1.2. Historique

Les signes de I'existence du diabéte remontentgpteé ancienne, mais le terme de
diabéte est attribué a Demetrios d’Apnée (275 avy&ady}, il provient du grec «dia-baino» qui
signifie «passer au travers». Avicenne (Ibn Si®80{1037 apres J-C), est un des premiers
qui a donné une classification tres proche de cetiadie avec ses deux types, il a parlé
notamment de son association a la gangfeaeglois, 2008)

A la fin du 18™siécle, Oscar Minkowski obtient expérimentalementliabéte sucré
par pancréatectomie, confirmant ainsi le réle majgw pancréas dans le contréle de la
glycémie. Les premieres approches thérapeutiquegeadront avec la découverte de
linsuline. En 1921, un prix Nobel est attribué aux canadiegsiéric Granbanting et Harles
Herbert Best qui ont réussis a isoler et injeciasllline a des patients diabétiques, sauvant

ainsi la vie de milliers de maladé@3erlemuter et al., 2003)

1.3. Epidémiologie

Le diabéte est considéré comme une maladie émergense développe de maniere
épidémique depuis quelques décennies, sa prévaegoeente fortement et rapidement dans
tous les pays du monde. Cela est di essentiellemé&atcroissement démographique, au
vieillissement de la population, a des régimes atfitaires déséquilibrés, a I'obésité et a un
mode de vie sédentai(®lalek, 2008)
1.3.1. Dans le monde Cette pandémie concerne principalement le diabetéype 2 qui
représente environ 80% de I'ensemble des diabétigue a 15% seulement pour le diabéte
de typel. Les autres formes étant plus rare ouptivomelles Chevenne et Fonfréde, 2001)
Dans son rapport intituléA¢las du diabetex»la fédération internationale du diabete a estimé
gue 425 millions d'individus ont souffrent actueiknt, ce chiffre pourrait bien atteindre 629
millions d’ici 2045(FID, 2017)
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1.3.2. En Algérie : Le diabéte type2 occupe la quatrieme place parsintaladies non
transmissible¢Belhadj, 2005) alors que l'incidence du diabete de typel cheaféint est de

9 pour 100 000 individuBouziane et Touhami, 2006)Plusieurs études épidémiologiques
réalisées révelent une réalité préoccupante, leormies diabétiques est passé d’'un million
de personnes en 1993, a plus de 2.45 million eid @gaD, 2017).

1.4. Classification et physiopathologie

La classification et le diagnostic du diabéte dtfait I'objet de nombreux débats au fil
des décennies. Il est aujourd’hui généralement adimiil existe trois grands types de
diabete: le diabéte de Type 1, le diabéte de Tyge@diabete gestationnel (DG).

1.4.1. Diabéte de type 1 et facteurs influencant

Le diabéte de Type 1 est provoqué par une réaatibmimmune au cours de laquelle
le systtme immunitaire de l'organisme attaque leBules B des ilots de langerhans.
L’organisme devient alors incapable de produirestiline dont il a besoin, ou alors en
guantité trés faible, avec pour conséquence uneiel&e relative ou absolue en insuline
(Grimaldi, 2009 ; Allan, 2008).

Les causes de ce processus destructeur ne sotdtpksnent comprises, mais une
susceptibilité génétiquéPerlemuter et al., 2003) combinée a des facteurs déclencheurs
environnementaukKekreja et Maclaren, 2002) tels qu’une infection virale, des toxines ou
certains facteurs alimentaires sont impliqué@sbois et Tsimsit, 2000; Williams, 2009 ;
Knip et al., 2010) De par sa capacit¢ de stimulé la sécrétion desmdres
hyperglycémiantes, le stress, peut avancer le dggement du diabéte de typ@riedman
et al., 1996)

La maladie peut se développer a tout age, maig/pe T apparait le plus souvent a
'enfance ou a lI'adolescence. Les personnes atteidé cette forme de diabéte ont besoin
d’insuline chaque jour pour maintenir leur glycérs@is contrdle et ne peuvent survivre sans
(You et Henneberg, 2016).

1.4.2. Diabéte de type 2 et facteurs influencant

Appelé autrefois diabete non insulinodépendant (iDde nombreuses personnes
atteintes en sont longtemps inconscientes carquitsannées peuvent s’écouler avant que les
symptdémes n’apparaissent ou soient reconnus. Btexieux phénomeénes distincts qui

expliqguent I'apparition d’'un diabete de type 2. uTa’abord, une insulino-résistance se
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développe au niveau des tissus périphériques, selldraduit par une diminution de la
sensibilité des récepteurs a I'insuline une fois gelui-ci est fixé. Cette situation a elle seule
n'est pas responsable du diab@seillausseauet al., 2000)

En parallele, un déficit de la sécrétion de l'imsels’installe, il est lié a une atteinte
des cellulesp de Langerhans qui perd en moyenne 50% de leuremassmoment du
diagnostic. Cette destruction serait liee a des\pm&nes de glucotoxicité et de lipotoxicité
(Bories, 2012) Le diabéte de type 2 est du a priori a des caesssntiellement génétiques
(Gourdi et al., 2008) mais aussi environnementales, la suralimentatiorgssociation avec
'obésité et la sédentarité agissent probablememinee facteurs diabétogé(idasslettet al.,
2005) Les adipocytes secretent un certain nombre daufisobiologiques (leptine, facteurs
de nécrose tumorale, acide gras libres) qui modulent les processudlidongs dans la

résistance a l'insulinéBrawnwald et al., 2002)

1.4.3. Le diabete gestationnellLe diabete gravidique est diagnostiqué pourdsmpere fois
pendant la grossesse vers {8%u 3™ trimestre(Blumental et al., 2009) Il touche 4 & 7 %

des femmes enceintes et disparait aprés lI'accowaitéBuysschaert, 2006)Ce trouble peut
provenir de I'inhibition exercée par les 'hormolaetogene placentaire « HPL », sur I'action
de l'insuline provoquant une insulino-résistances[rossesses répétées peuvent accroitre le
risque de développer un diabéte type2 permanamaeticulier chez les femmes obéses
(Hasslettet al., 2005).1l est a noter que le contréle du poids aprestachement réduit de
facon conséquente ce risqiod et al., 2015)

1.4.4. Autres types de diabetes ils sont moins fréquents, tels que le déficit gigue
altérant la fonction des cellulgs le déficit génétique altérant I'action de l'ingd, les
maladies du pancréas exocrine, les endocrinopatbgediabétes induits par des médicaments
ou des toxiques, les diabétes de cause infectieutes diabetes rentrant dans le cadre de

syndromes génétiqué&rimaldi, 2009).

1.5. Les complications du diabéte Sucré

1.5.1. Complications métaboliques aigues

1.5.1.1. L’acidocétose diabétiqueElle se développe chez un patient diabétique quikdié
son injection d’insuline ou pour lequel le nombhenités a injecter est inadapté. Le déficit en
insuline provoque : Une augmentation de la lipalyseec une libération accrue des acides
gras libre dans le sang, I'hypertrigycéridémie ‘auties perturbations rénales et gastriques
(William et al., 2005 ; Placideet al., 2014)
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1.5.1.2. L’hypoglycémie diabétique :L’hypoglycémie est une complication relativement
fréquente au cours du diabétElle releve le plus souvent d'un apports glucidgue
insuffisants ou bien un surdosage en médicamemsdghycémiants (insulino-sécrétagogue)
(Wémeauet al., 2014) Cliniguement on définit I'hypoglycémie par ungagimie inférieure
ou égale a 0,60 g/L (3,3 mmol/L).

1.5.1.3. Le coma hyperosmolaire Due principalement a une hyperglycémie sévére, en
association avec une déshydratation profonde etosnlarité plasmatique trés élevée. Il

affecte essentiellement les diabétiques de typarRafe avanc@illiam et al., 2005)

1.5.2. Les complications chroniques
Ces complications sont liees a I'hyperglycémie olgqoe et aux facteurs de risques
cardiovasculaires associ&tratton et al., 2001) Elles sont nombreuses et touchent plusieurs

organes, suite a une micro ou macro-angiopathie.

1.5.2.1. La macro-angiopathie diabétique

L’hyperglycémie peut fragiliser la paroi des artede calibre supérieur a 200 pm
favorisant ainsi la formation de plaque d’athérorae,parle d’athérosclérog@ing et al.,
2013) A la longue, les parties qui sont mal irriguées mecoivent pas suffisamment
d’oxygéne pour leur fonctionnement normal, on pdflschémie Gilvestre et Lévy, 200%h
La macro-angiopathie s’aggrave quand le diabetassicié a une hypertension artérielle et
une dyslipidémie. Elle concerne le cceur (infarctiits myocarde), le cerveau (AVC

ischémique) et les membres inférieurs avec I'ag€@eoffroy, 2005)

1.5.2.2. La micro-angiopathie diabétique

La micro-angiopathie touche les petits vaisseauériales, veinules et capillaires de
diamétre inférieur a 3@m). Elle associe, la modification structurale deldame basale
endothéliale a une augmentation de la permeéahp@eéetale originaire de la fuite des
protéines plasmatiqué®uron et Heurtier, 2005) Concerne indifferemment tous les tissus
et organes, mais ses manifestations cliniques vierdent sensibles qu’au niveau des fibres
nerveuses (neuropathie), des microvaisseaux rémeyhropathie) et rétiniens (rétinopathie)
(Geoffroy, 2005)
a. La Neuropathie diabétique : Caractérisée par une atteinte du systeme nerveux
périphérique. Elle prédomine aux niveaux des mesnimférieurs en raison de la plus grande
fragilité des fibres longues sensitives peu myséig{Gautier et al., 1997)
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b. La rétinopathie diabétique : La rétinopathie diabétique touche plus d'un tiees d
personnes atteintes de diabéte et est la princiaaise de cécité avant I'age de 50 @w/d

et al., 2013).

c. La néphropathie diabétique :Est une complication fréquente et dangereuse chetia
Prés de la moitié des patients diabétiques onfremitf ce qui leur confere un risque trés éleve
de maladies cardiovasculaires. L'état d’'un certeombre d’entre eux évoluera méme vers

une insuffisance rénale termindf®ariani et al., 2012).
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Chapitre 02: Le rein et la néphropathie diabétique

2.1. Anatomie du rein

2.1.1. Aspect morphologique

Les reins de l'adulte ont 11 a 14 cm de longueuwrm/de largeur et 3 cm d’épaisseur,
localisés dans I'abdomen supérieur de chaque @1té dolonne vertébrale. lls ont chacun une
masse comprise entre 120 et 1%5Ggquthier, 2014) En coupe sagittale, on distingue deux zone
de I'extérieur vers l'intérieur on trouve, le Cottest la Médullaire. Cette derniere est divisée en
masses coniques constituant les pyramides de Mwldant la base s’appuie sur le cortex et le
sommet fait saillie dans les petits cali¢kgure 01). Ces zones sont riches par des arrangements

organisés en tubules microscopique appelés néplEagoux, 2009).

2.1.2. Aspect fontionnelle

+ le maintien de 'homéostasie du liquide extracaih@ (volume et composition), pour
assurer sa fonction, le rein doit exposer a chawjnete une trés large surface tissulaire a de tres
grands volumes de sang, ce qui correspond au défittration glomérulaire [DFG], qui est le
meilleur indice de la fonction rénaleevey et al., 2003)

+ le maintien de I'équilibre ionique et acido-basicues I'élimination de déchets produits
par le métabolisme (créatinine, urée et acide ejigi les substances étrangeres, telles que les
médicaments et les toxines provenant de I'envirorerd Oee etal., 2007).

% la production d’hormones suite a son action endecri
-la rénine qui régule la production des hormoneglignées dans 'lhoméostasie du sodium et le
contrble de la pression artérie{Merma et al., 2011)
-I'érythropoiétine, produite sous l'effet de I'hyge, c’est une hormone de la famille des
cytokines qui régule la production de globules e{g@jllain-Martin, 2012) ;
-la 1-alpha hydroxylase qui régule I'équilibre da’Csuite & I'hydroxylation de la vitamine D
inactive (Hewisonet al., 2000 ; Ernandez et Stoermann-Chopard, 2012).

% une fonction métabolique : Avec le foie, les resnst les seuls organes capables, en cas de

jetine prolongé, d’assurer jusqu’a 50 % de la néogjeneséGirard, 2013)

2.2. Vascularisation rénale
Chaque rein est vascularisé par une artére rénale sg divise en artéres
interlobulaires, elles se ramifient entre les pyidEs jusqu’a la jonction cortico-médullaire

pour former les artéres arciformes, puis donnerissaace a de nombreuses arteres

S
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interlobulaires corticales. Une fois ramifiées sai# les artérioles afférentes des glomérules.
Ces derniers se divisent pour former le plexuslieig@s entourant les tubes du cortex rénal.
Les capillaires se drainent par I'intermédiaire defes interlobulaires corticales dans les
veines arciformes puis dans la veine rénale. L'egpguxtaglomérulaire (figure 02)
représente une zone de contact étroite entre idetubnal et le pble vasculaire glomérulaire
du méme néphroiiSebe et al., 2004 ; Heathtal., 2008)

2.3. HéEmodynamique du rein et régulation de la filation glomérulaire

2.3.1. L'Autorégulation rénale
Il s’agit du maintien constant du débit sanguinaté(DSR) et du débit de filtration
glomérulaire (DFG). Cette autorégulation fait appel des variations des résistances

vasculaires des artérioles afférentes et efférdrdieai et Giunti, 2005).

2.3.2. Rétrocontréle Tubulo-Glomérulaire (RTG)

Les modifications de concentrations de NaCl dandigeide tubulaire transmettent un
message aux cellules de la macula densa de I'dppataglomérulaire(figure 03 et 04) Ce
phénoméne induit des modifications du tonus ddéfare afférente et de la sécrétion de

rénine par les cellules granulaigsurent, 2007).
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2.3.3. Médiateurs vasoconstricteurs et vasodilataies

De nombreux médiateurs sont impliqués dans les ms¥oas de régulation intrarénale
et systémique. Certains médiateurs sont vasocomstrs comme ['angiotensine |IlI, la
noradrénaline ou I'endothéliréchai et Giunti, 2005) D’autres sont vasodilatateurs comme
la prostaglandine rénale, les kinines et le NRbdriguez et al., 2001) En situation
physiologique, il existe un équilibre entre tous eeédiateurs, qui permettent de moduler

cette régulation hémodynamique rénale.

2.4. Pathologies du rein et facteurs de risques

L'insuffisance rénale est définie par une diminutitn nombre de néphrons fonctionnels,
estimé par la réduction du débit de filtration géaoiaire (DFG)joly, 2002)

% Lorsque l'atteinte rénale survient brutalementamwhent sous une forme anurique, on
est en présence d'une insuffisance rénale aigud),(lRRs causes sont généralement
regroupées en trois grandes catégories, IRA PrgiéilRA Poste-rénale et IRA Rénale
(Figure 05) (De la Fuente et al., 2014 ; Perrouiet al., 2014)

% Cependant, lorsque les dommages sont irréversgdesonstituant lentement, sur
plusieurs mois ou années, il s'agit d'une insuiffisarénale chronique (IRC). Les facteurs
déclenchant sont la néphropathie diabétique, I'tgpsion artérielle et la glomérulopathie
(Ramilitiana et al., 2016)

2.5. La néphropathie diabétique

L’hyperglycémie est le plus important facteur stiami les cellules rénales a produire
les cytokines et les facteurs de croissance. Cbstances favorisent 'accumulation de
matrice extracellulaire au niveau mésangial et @lafdaire, provoquant ainsi, une

glomérulosclérose et une fibrose tubulo-inteedtai (Kanwar et al., 2008)

2.5.1. Epidémiologie

La néphropathie diabétique est actuellement la @renctause d’insuffisance rénale
dans la plupart des pays occidentaux (entre 1094).90incidence de I'insuffisance rénale
terminale (IRT) d’origine diabétique progresse lespvite d’environ 10 a 15% par an, cette
augmentation est attribuée a plusieurs facteuranmoient le vieillissement de la population
('incidence du diabéte type2 avec I'age), et afdeteurs socio(FID, 2107)
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2.5.2. Classification de la néphropathie diabétique

Mogensen a proposé vers la fin des années 80 umssifaiation anatomo-
fonctionnelle des stades d’évolution de la néphtopadiabétique. Cette classification est
toujours d’actualité. Il a ainsi défini 5 stadesldenéphropathie diabétiqueéveekerset al.,
2005).

Tableau N°1 :Stades de la néphropathie diabétique d’apres saititzation de Mogensen
(Weekerset al., 2005).

Le stade1l : correspond a une phase d'hypertrophie rénale eypatfitration
glomérulaire présente des la découverte du diabete.

Le stade 2 : correspond a une phase latente ou silencieusedbllitd aprés quelques
années d'évolution du diabéte et peut persisteiquits décennies. Il est
caractérisé par l'apparition de Iésions histologgqtenales minimes, sans

traduction clinique.

Le stade 3 : défini par la présence d'une microalbuminurie regpondant a une
augmentation de I'excrétion urinaire d'albumineésigoire a 30 mg/24 h

mais inférieure a 300 mg/24 h

Le stade 4 : On retrouve la néphropathie clinique propremerd, ditvec une protéinurie
macroscopique supérieure a 300 mg/24 h et une fissute rénale
chronique avec diminution du débit de filtration omlérulaire et

hypertension artérielle.

Le stade5 : correspond a I'IR préterminale ou terminalet gtéversible aboutissant a
un traitement substitutif par dialyses itérativafowe transplantation. La
protéinurie diminue et la fonction rénale s’effoedEn I'absence de prise

en charge, ce stade survient 10 a 15 ans aprémitiipn du stade 3.

2.5.3. Facteurs de risque pour la néphropathie diadique
Parmi ces facteurs, on disting{Mclsaac et Jerums, 2003 ; Haslettt al., 2005)
-hyperglycémie avec une longue durée du diabéte.

- présence de complications microvasculaires.
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- hypertension préexistante avec antécédents familiau
- antécédents familiaux de néphropathie diabétique.

- Tabagisme

2.5.4. Physiopathologie
La physiopathologie de la néphropathie diabétiduie)(peut étre subdivisé en deux
grands axes portant respectivement sur les rolda dkicotoxicité/stress oxydatif et sur les

modifications de I’hémodynamique intra-rénale.

2.5.4.1. Réle de I'hyperglycémie et du stress oxytifa

Le plus grand progrés dans la compréhension desamsdees moléculaire qui
conduisent & la microangiopathie diabétique esaicement la reconnaissance du réle central
du stress oxydatif. Celui-ci résulte d’'un déséfudi entre production et dégradation des
radicaux libres oxygéendgavier, 2006)

Les liens avec la glucotoxicité sont étroits :pesduits de glycation avancée se lient a
des récepteurs spécifigues (RAGE) qui stimulent ptaduction de radicaux libres,
principalement par la mitochondrie lorsqu’elle sstumise a une surcharge en donneurs
d’électrons provenant d’'un cycle de krebs dopd’pgperglycémie(Carriere et al., 2006).

Le concept de la glucotoxicité recouvre plusieuécamismegRobertson, 2004)

X/

% la glycation non-enzymatique des protéines

*

+«» l'alimentation de la voie des polyols
% la glycolyse incomplete qui fournit des substrals @oie des hexosamines

% l'auto-oxydation du glucose en céto-aldéhydes gveduction de radicaux libres

2.5.4.2. Réle de 'hnémodynamique intra-rénale

Les modifications de [I'hémodynamique intra-rénalégut particulierement
'augmentation de la pression intraglomérulairaiejot également un réle important dans la
physiopathologie de la néphropathie diabétique.sfade initial, I'hyperglycémie conduit a
une vasodilatation préférentielle de l'artériolééegnte qui se traduit, cliniquement, par une
hyperfiltration glomérulaire.

Plus tard dans I'évolution de la ND, une fois ladst de la protéinurie atteint,
s'installent des mécanismes auto-entretenus deadétipn de la fonction rénale, avec une
réduction progressive de la masse néphronique weaauresponsable d’'une hypertension

glomérulaire dans les néphrons résiduels. L’axeneéangiotensine joue un role central dans
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le contrdle de la pression intraglomérulaire paffét vasoconstricteur préférentiel qu’exerce

I'angiotensine Il sur le tonnus de I'artériole effdte(Weekerset al., 2005).

A
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Chapitre 03: Diabete & stress oxydant
3.1. Voies de production d’ERO au cours des étatshyperglycémie

Une fois entrée dans la cellule, le glucose esbodthconverti en glucose-6-phosphate,
fructose-6-phosphate, fructose-1,6-diphosphates i deux glycéraldéhyde-3-phosphate,
pour étre dégradé ensuite en pyruvate. Le pyruvg@nt alors la mitochondrie et se
transforme en acetyl CoA qui continue sa dégradatans le cycle de Krebs pour sustenter le
processus d'oxydation phosphorylante et la synti@seP. Cependant, lorsque le glucose est
excédentaire par rapport a la demande énergésgquegies de production d'espéces réactives

de I'oxygene (ERO) a partir de ses métabolites possiblegRobertson, 2004)Figure 06).

3.1.1. La formation d’'a-cétoaldéhyde

L’ a-cétoaldéhydes contribue a la glycosylation degépres, et a la production
d’H.0, (Robertson, 2004)

3.1.2. L’auto-oxydation du glucose

Le glucose, en présence de métaux de transitionpaedmaissance a un radical
anionique ene-diol ; celui-ci, en réduisant I'oxygénoléculaire, libere des anions superoxyde
(O2-) ; au cours de cette réaction, il y a formatiomamnitante d'un composé carbonyle.
L'anion superoxyde peut se dismuter en peroxydeligéne HO,. Ce dernier, en présence
de métaux de transition, produit des radicaux hygeo(HO-) qui sont extrémement réactifs
(Hunt et al., 1988).

3.1.3. Voie de polyol

Dans des circonstances pathologiques comme I'hiymémie, I'hexokinase, enzyme
activant autre fois le glucose pour étre métabadstésaturée. L’exces en glucose suscite la
voie des polyols, faisant intervenir deux enzymiéaldose réductase qui réduit le glucose en
sorbitol utilisant le NADPH comme donneur d’hydroge et le sorbitol déshydrogénase qui
oxyde une partie du sorbitol formé en fructoseigaiit le NAD comme cofacteufigure
07). L’activation de la voie des polyols conduit a :
* L’accumulation du sorbitol (agent du stress odme trés actif) ;
* L’accumulation du fructose qui stimule la glyctstyon non enzymatique des protéines ;
* La diminution du rapport NADPH, H /NADP et NAINADH, H (altération du potentiel

redox) ce qui affecte la régénération du G$Fbpeano, 2003)
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3.1.4. La glycosylation non enzymatique «glycation

Chez les diabétiques, la glycation est considéofente la principale altération qui
affecte les protéines plasmatique, parmi lesquébdisumine et I’'hnémoglobine sont les plus
souvent concernees.

La structure des protéines se trouve ainsi modifa@e qui leurs occasionnent une
altération des propriétés intrinseques, présemtastrépercutions néfastes sur la physiologie
cellulaire (Vidot et al., 2014) La glycation figure aussi parmi la plus caractégue des
modifications post-traductionnelles tardives destdines, qui fournissent les bases
métaboligues a de nombreux phénomeénes physiopgthoes chez 'homme, tels que le

vieillissement, I'insuffisance rénale, I'athérosoge ou le diabete sudfiéevine et al., 2000)

a. Formation des AGEs

La glycation des protéines est un processus selld@tcen trois étapes de différentes
durées. La premiere étape correspondant a la fanmdé la base de Schiff (quelques heures)
suivie de la formation des produits intermédiaides glycation (produits d’Amadori) par
réarrangement moléculaire (quelques jours). Viestuie, le processus lent de formation des
produits finaux de glycation (AGEs) (plusieurs s@mes)(Gillery, 2006) (Figure 08).

La formation des AGE est dépendante des ERO, stlaigmentée par la production
de dialdéhyde malonique (MDA) et par la déplétion glutathion réduit (GSHjJain et
Palmer, 1997).

b. Les AGE-RAGE

Une fois formés les AGE peuvent influencer la famctcellulaire en se liant a
plusieurs sites membranaires, y compris le réceRAGE se qui déclenche une série de
réactions en cascade débutant par la formation @HEfRluisant ainsi un stress oxydant
intracellulaire favorisant I'activation de facteuwde transcription (NF-Kb) et I'expression de
genes impligués dans : la réponse inflammatoirég)lIL-6 et TNF-a), I'adhésion cellulaire
(VCAM-1), la vasoconstriction (endothéline-1)etdaagulation (thrombomodulineY én et
al., 1994 ; Wautieret al., 1996 ; Lander et al., 1997 ; Gillery, 2001(Figure 09).
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3.1.5. La voie de la protéine kinase C

Le diacylglycérol (DAG) participe avec la phosphgisérine et le calcium a
l'activation de la protéine kinase C jouant un ra@k dans les différentes voies de
signalisation(Huang, 1989).

Dans un environnement diabétique, la concentratienrDAG augmente en raison
d'une augmentation de la Dihydroxyacétone Phospf@2k#AP), un intermédiaire de la
glycolyse. Ce produit est réduit en glycérol-3-pitagte, qui est conjugué avec des acides
gras [azo & Fernandez, 2013).

L’activation de ces protéines kinases a plusiearséguences comme l'augmentation des :
1 TGF a l'origine de 'expansion des cellules mésangiale

1 PAI-1 induisant une diminution de la fibrinolyse.

"1 VEGF qui augmente la perméabilité et la prolifi@matvasculaire. Le VEGF a un réle
important dans la rétinopathie proliférante.

3.1.6. Voie des hexosamines

Une partie du fructose-6 phosphate produit lorsiguglucose est métabolisé via la
glycolyse, est détournée de cette voie et est ctiaven glucosamine-6 phosphate par la
glutamine fructose- 6- phosphate amino transfér@séui-ci est ensuite converti en uridine
diphosphate N acétyl glucosamine qui va modifieifédents facteurs de transcription
conduisant a I'expression de génes et a la synttesprotéines tels que «Transforming
Growth Factor» (TGF{) et «Plasminogen Activator Inhibitor-1 » (PAI-{jropeano,
2003)(Figure 10).

3.2. Réle du stress oxydant dans les complicatioassociees au diabéte

Différentes études ont pu montrer que les effetsstless oxydant jouent un réle
important dans la genese des complications vasesldu diabete, elles sont classées en deux
sortes: macrovasculaires (ex. I'athérosclérosenmietovasculaires (ex. la néphropathie, la
rétinopathie et la neuropathie autonome et périghéy(Jenkinset al., 2007).

La plus part des organes sont susceptibles d'@&@wehés par les conséquences
délétéres du diabete et du stress oxydant queitcke $oie, le pancréas, les reins, la rétine, le
coeur et les artéres. Les mécanismes mis en jduirftarvenir les produits de glycation

avancée des protéines (AGE ou advanced glycatidopeructsBrownlee, 2005)
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Chapitre 04 : Matériels et Méthodes

Les marqueurs biochimiques tiennent une place qoudigre dans le diagnostic du
diabéte et ces complications. L'objectif de notewvail, est d’effectuer une étude comparative
de quelques parametres biologiques considérés cdauteairs prédictifs de I'évolution de la
maladie. Cette étude est réalisée sur une populatimposée de patients : sains, diabétiques

et atteints de néphropathie diabétique.

4.1. Matériels biologiques et expérimental
4.1.1. Population étudiée

Notre étude s’étale sur deux étapes :

% la premiére étape est portée sur 138 patients 4i®rttmoins sains et 92 malades,
réalisée dans trois structures étatiques : Hopligalam Tidjani et maison diabétique a (Bir El
Ater), Hopital M*Chebouki & (Cheria).

Apres un stage de formation qui a durée 30 jourgeaueillement de résultats des différents
parametres biochimique est effectué a partir distregde I'hépital.

% la deuxieme partie est réalisée au niveau du lalicgade Biochimie de I'Université
Larbi Tebessi. Cette étape a nécessité la recegti@® échantillons de plasma dans le but de
réaliser le dosage de glutathion réduit GSH etdéondialdéhyde MDA.

Ces échantillons comportent: 20 patients sains amd santé considérés comme témoins
(groupe T), 20 patients atteints de diabéte (DID et DN{B¥oupe D) et 20 autres atteints de
néphropathie diabétiquégroupe ND). Les prélévements ont été réalisés avec le plein

consentement des patients.

4.1.2. Préparation des échantillons

Les échantillons sanguins sont prélevés classiguiesue des patients a jeun entre 8h
et 10h du matin. Une ponction veineuse au pli didegermet de récolter 5ml de sang sur un
tube contenant 'EDTA, ou I'héparine de lithium Ig@mie) comme anticoagulant.

Les tubes préalablement étiquetés et numérotés mbague patient, sont
ultérieurement centrifugés a 3000 tours/minute pahdl0 minutes, a l'aide d’'une
micropipette variable (100-1000 ul) les plasmasupécés serviront d’'une part a la
détermination des parameétres biochimiques (glycéaiimine, bilan rénal et ionique), le
reste est immédiatement transférés et conserv88°aC pour le dosage de GSH et MDA.
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-Recommandations

Il est préférable d'utiliser du matériel plastigée usage unique pour toutes les
manipulations. Il est conseillé aussi, d'évitertlaitement des échantillons hémolysés,
contaminés ou ayant subi plus d'une décongélaties.réactifs doivent généralement étre
ramenés a la température ambiante avant leuratidlis En raison de la nature des produits, il

est conseillé de les traiter avec beaucoup devsoiu’ils peuvent facilement se contaminer.

Figure N° 11: Préléevement sanguin et préparation des échanntillons
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4.2. Méthodes de dosage des parametres biologiques

4.2.1. Mesure de la glycémie

La glycémie varie en fonction de l'activité de tinidu, de I'apport alimentaire, lors
du jeun, et pendant la grossesse. Les valeurd@emée sont de 0,7-1,05 g/L soit 3,89 - 5,84
mmol/L. Pour contrdler I'équilibre glycémique chews patients nous avons choisi la
glycémie a jeun comme critére de référence audelihémoglobine glyqué non réalisable a
I'hopital.

Principe de méthode (Trinder, 1969) En présence de glucose oxydase (GOD), le glucose
en solution aqueuse est oxydé par le dioxygeneulisen acide gluconique avec formation

de peroxyde d’hydrogéne selon I'équation suivante :

Glucose +02+H20 Clucose oxydase o Acide gluconique + H202

Peroxyvdase

H202 + Phénol + 4-Amino-Antipyrine » Quinonéimine rose +4 H20

L’intensité de la coloration rose développée esbpprtionnelle a la concentration
en glucose. Elle est mesurée par photométrie aB03.a coloration reste stable pendant 30
minutes a 20°C-25°C ou 10 minutes a 37°C.

4.2.2. Mesure du bilan rénal

4.2.2.1. Mesure de l'urée

Le sang est prélevé de préférence sur I'hépariheest déconseillé d'utiliser
I’héparinate d’ammonium ou le fluorure de sodium cas derniers inhibent l'uréase utilisé
dans cette technique. Généralement, I'urée en éltbarest stable 7 jours a 2-8°C et un an
entre -15 et -25°C.

Principe de la méthode:Méthode enzymatique colorimétrique de Berthelot ifidel (Talke

et al.,, 1965): Les ions ammonium produits par I'action de lagé réagissent en milieu
alcalin en présence de salicylate et d’hypochladiéesodium en formant un composé de
couleur verte (Dicarboxy - lindophenol) dont I'ingté mesurée a 590nm est proportionnelle

a la concentration en urée.
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Uréase

Urée + H20 2NH3 + C0O2,

L J

Ammoniaque +salicylatetHypochlorite pH alcalin . Dicarboxy —lindophenol

4.2.2.2. Mesure de la créatinine
Une prise de sang veineux doit étre faite a jeutegpréférence le patient doit éviter
tout effort important avant le recueil. Le sang @sélevé de préférence sur un des

anticoagulants suivants : I'héparine, lEDTA, I'date et le fluoride.

Principe de la méthode: Méthode colorimétrique de Jaff®lgrray et al., 1984) Dans une
solution alcaline, la créatinine présente danshbétillon, réagit avec le picrate en milieu

alcalin pour donner un complexe coloré; jaune- eoug

pH alcalin

Créatinine + acide picrique p- Complexe jaune- rouge.

La vitesse de formation de la coloration est probponelle a la concentration en créatinine

dans I'’échantillon. Elle est mesurée a 512 nm.

4.2.2.3. Mesure de l'acide urique
Principe de la méthode Méthode enzymatique Uricad&chultz et al., 1984) : La
détermination de l'acide urique par la méthode mewtigue se fait selon les réactions

suivantes :

Acide Urique + 2H.0 + 02 Uricase » Allantoine + CO, + 2H,0,

. . . - Perosyvdase . .
2H,0; + Amino-4-antipyrine + Dichloro2-4Phenolsulfonate """, Quinone rose + 4H,0.

L’intensité de la coloration rouge développée e@spprtionnelle a la concentration en acide

urique, elle est mesurée par photométrie a 510 nm.
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4.2.3. Mesure de I'albumine

Dans le plasma l'albumine est stable 72 heure88@Q-ou 6 mois a -20°C. Le sang

est prélevé de préférence sur I'héparine.

Principe de la méthode Méthode colorimétrique BC@oumas €t al., 1971): En milieu
tamponné a pH 4.2, le vert de bromocrésol comaifialbumine pour former un complexe
coloré dont I'absorbance mesurée a 630 nm est pgiopoelle a la concentration en

albumine.
4.2.4. Mesure du bilan ionique

4.2.4.1. Calcium

Le plasma est prélevé de préférence sur hépadedithium, il faut éviter 'EDTA car
il peut empécher dans certains cas la formatioonataplexe coloré. Le calcium reste stable

dans le sérum : 10 jours a 2-8°C ou 03 mois aG20°

Principe de la méthode Méthode colorimétrique de Bleu de Méthylthyni®tern et Lewis,
1957): Le calcium présent dans I'échantillon réagitalebleu de Méthylthymol en milieu

alcalin pour donner un complexe coloré quantifigide spectrophotométrie a 610 nm.

4.2.4.2. Potassium, sodium et chlore

directe a haute performance, utilisant une éleetrod
d’ion ISE.

Le plasma est placé dans l'automate, la mesure
lionogramme commence. 150uL de I'échantillory "

sont prélevés de maniere fiable, précise et rapid

plus de 60 échantillons par minutes.

Les résultats s'affichent automatiquement su

I'écran puis seront imprimes.

Les paramétres déterminés sont{Chla’, K*, cl).
P (© ) Figure N° 13 . Analyseur Medica
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4.2.5. Mesure des parameétres du stress oxydant

4.2.5.1. Mesure du glutathion GSH
Principe

Le dosage du glutathion a été réalisé selon laadétideWekbeker et Cory (1988).
Le principe de ce dosage repose sur la mesuraloibance optique de l'acide 2-nitro-5-
mercapturiqgue. Ce dernier résulte de la réductmiiatide 5,5'-dithio-bis-2- nitroberizme
(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) glutathion. Pour cela une
déprotéinisation par l'acide sulfosalyciligue 0.25%in de garder uniquement les

groupements thiol spécifiques du glutathion.

GSH

e

Glutathione reductase

\ DTNB

TNB

e

HOOC S

Xy IS Rt
ON

ON

5-Mercapto-2-nitrobenzoic acid
(A rax: 412 nm)

Figure N°14 : Mécanisme de quantification du glutathion réduit

Mode opératoire

¢ Prélever 0,8 ml de I'hnémolysat

+«+ Déprotéiniser en ajoutant 0,2 ml d'une solutiogid&asulfosalicylique 0,25 %.

« Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes darbain de glace.

% Centrifuger & 1000 tours/min pendant 5 min.

% Prélever 0,5 ml du surnagent.

¢ Ajouter 1 ml du tampon Tris + EDTA (0.02 M d’'EDTA)H 9,6.

%+ Mélanger et ajouter 0,025 ml de DTNB a 0,01 M (dissdans le méthanol absolu).

% Laisser pendant 5 min a température ambiante ogtabilisation de la couleur qui se
développe instantanément.

% Lire les densités optiques a 412 nm contre ledblan
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Calcul

[GSHInMGSH/ml de plasma-(DOx1x1.525)/(13100x0.8x0,5)
O . Densité optique a 412 nm.
1 . Volume total des solutions utilisées dans la dé&pnatation
1.525 : Volume total des solutions utilisées dans le doskag&SH
13100 : Coefficient d'absorbance du groupement (—-SH) a2
0.5 : Volume du surnagent trouvé dans 1,525 ml.
0.8 : Volume du 'homogénat trouvé dans 1 ml.

4.2.5.2. Mesure du mlondialdéhyde MDA

Principe

Le dosage de malondialdéhyde (MDA) est réalisénséd méthoded’Esterbauer et al.
(1992).Le principe de ce dosage est basé sur la conitemsle MDA en milieu acide et a
chaud avec l'acide thiobarbiturique pour formerpigment (rose). Ce chromogéne peut étre

donc mesuré par spectrophotométrie d’absorptiod0anbn.

HS N OH
T N
2 N ‘ + \C—CH —c//
SN 2
H H/ \H
CH
TBA Malondialdehyde
H+
s N OH HO N SH
b e
N N + 2 H,0
~ CH—CH=CH™ Y ’
OH OH
Chromogen

Figure N°15 : Réaction du dialdéhyde malonique avec 'acide tiblburique
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Mode opératoire

¢ Prélever 375 ul de I'hnomolysat

¢ Ajouter 150 pl de la solution tampon TBS (Trisra®, NaCl 150 mM pH 7.4)

¢+ Ajouter 375 pl de la solution TCA-BHT (TCA 20%, BHP%)

% Vortexer et Centrifuger a 1000 tours/min pendantnl®

+¢ Prélever 400 pl du surnageant

¢+ Ajouter 80 pl du HCI 0.6 M

¢+ Ajouter 320 ul de la solution Tris-TBA (Tris 26 mNIBA 120mM)

%+ Mélanger et incuber au bain marie a une températe 80°C pendant 10 minutes.

La densité optique a été enregistréera= 530 nm. L’absorbance est directement

proportionnelle a la quantité de MDA forme, donnaimisi une évaluation précise des lipides

peroxydés.
Calcul

[MDA]nmol/ml de plasma-(DOx10°)/(exLxFd)
DO . Densité optique a 530 nm.
E : Coefficient d’extinction molaire du MDA = 1.56 1Vl cm .
L : Longueur du trajet optique = 0.779 cm.
Fd :  Facteur de dilution : Fd = 0.2083.
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Figure N°16 : Galerie photos récapitulant quelques étapes dasslisation du dosage
des biomarqueurs de stress oxydant
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4.3. Etude statistique

Les résultats ont été représentés sous forme demmeyplus ou moins I'écart type
moyen (M £ SD). Ces moyennes sont comparées pdesin de Student par apport aux
valeurs témoins grace au logiciel MINITAB (versib8.31).

Les différences sont considérées comme :

+» Significatives lorsque (*P < 0,05).

% Hautement significative lorsque (**P <0,01). ) .
Avec P : Seuil de signification

¢ Trés hautement significative (***P < 0,001).
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Chapitre S e résullats

Chapitre 5 : Les résultats

5.1. Répatrtition des patients en fonction du sexe
Notre étude est portée sur une population de 13@np& réparties entre (patients
sains, diabétique et souffrant de néphropathieétiigioe) dont I'dge s’échelonne de 21 a 80

ans. La répartition des patients en fonction de ®st démonter dons le tableau suivent.

Tableau N°2 :Distribution des patients selon le sexe

Témoin (T) Diabétique (D) Néphropathie diabétiqugND)
Sexe H F H F H F
Effectif 23 23 24 22 21 25
% 50% | 50% | 52.17% | 47.83% 45.65% 54.35%
Total 46 46 46
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5.2. Influence des pathologies sur les Parametregbhimiques
5.2.1. Exploration de la glycémie a jeun

Les résultats obtenus montrent une augmentation h@utement significatives
(p<0.001) de la glycémie a jeun chez les patients diabétigee atteint de néphropathie
diabétiques par rapport aux témoitabl{eau N°3- figurel?).

Tableau N°3 :Variation de la glycémie (g/l) & jeun chez la p@piain d’étude.

T [n= 46] D [n= 46] ND [n= 46]
Glycémie (g/l) 0.869+0.143 2.072+0.18® 1.690+0.200**
P : Seuil de signification ** . Différence hautement significative
* Différence significative *** . Différence tres hautement significative
25
e sk

12

Glycémie (g/1)

0.3 ‘7
0 |
T D

Figure N° 17 :Variation de la glycémie en (g/l) chez les patig¢étaoins, diabétiques et

ND

souffrants de néphropathie diabétique
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5.2.2. Exploration du bilan rénal

Nos résultats montrent, une légére augmentatiomifisigtive (p<0.05) des
concentrations de l'urée (g/l) et l'acide uriqueg(ly ainsi qu’'une augmentation hautement
significative (p<0.01) de la créatinine (mg/l) chez les patients dialétigsans complications
rénales apparentes par apport aux témoins.

Cependant, une augmentation trés hautement sigivic (p<0.001) de la
concentration du méme bilan rénal est enregistez ¢dbs patients avec une néphropathie

développée par apport aux témoins.

Tableau N°4 :Variation du bilan rénal « urée, créatinine et aaidque »

T [n= 46] 1. D [n= 46] ND [n= 46]
Uree (g/l) 0.224 +0.07/8 0.264 + 0.075 1.098 + 0.035*
Acide urique (mg/l) 40.99 + 6.540 44.40 +7.310 62.20 + 6.700*
Créatinine (mg/l) 9.240 + 1.650 10.53 + 1.750 69.60 £ 2.700*
P : Seuil de signification ** . Différence hautement significative
* . Différence significative *** . Différence tres hautement significative
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Figure N°18 : Variation du bilan rénal chez les patients témaiisbétiques et souffrants de
néphropathie diabétique
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5.2.3. Exploration de I'albumine

Les résultats révélent, une diminution modérée darsoncentration de I'albumine
plasmatique chez les patients diabétiques mais esdltestatistiguement non significative
(p=0.324)

En revanche, les patients atteints de néphropatlgbétique présentent une
diminution tres hautement significatifye<0.001)de I'albuminémie en comparaison avec les

témoins.

Tableau N°5 :Variation de I'albuminémie chez la population ddtu

T [n= 46] D [n= 46] ND [n= 46]
Albumine (g/1) 46.02 * 8.680 43.91 + 9.500 39.02 £ 6.920
P : Seuil de signification ** . Différence hautement significative
* . Différence significative *** . Différence tres hautement significative

60

50

I:w:*
40 {1

Abumine (g/1)
@
=]

10 +——

Figure N°19: Variation de I'albuminemie chez les patients témodiabétiques et souffrants
de néphropathie diabétique
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5.2.4. Exploration du bilan ionique

Les résultats obtenus dalestableau N°6 et la figure N°21, résument 'ensemble des
changements enregistrés dans le bilan ioniqueyoptes par le diabete et ses complications
par apport aux sujets témoins.

% Calcium (Ca?* : mg/l): une augmentation trés hautement significa(jw€0.001) est
remarquée chez les patients diabétique et néplmiepiabétique.

% Sodium (Na: mmol/l): une augmentation significati{p<0.05) et hautement
significative (p<0.01) est signalée chez les patients atteints de diaktetle néphropathie
diabétique respectivement.

% Potassium (K : mmol/l): une augmentation trés hautement significafjy<0.001)
est révélée chez les patients développant une oggiie diabétique face au sujets témoins,
aucune autre modification significative n’a étéegistrée.

% Chlore (CI': mmol/l): une augmentation hautement significatiye<0.01) est
occasionnée chez les patients souffrant de népttiepdiabétique, aucune autre modification

significative n’a été enregistrée par apport aygtsisains.

Tableau N°6 :Variation du bilan ionique « calcium, sodium, Esiam et chlore »

T [n= 46] D [n= 46] ND [n= 46]
Calcium (mg/l) 51,52 £ 4,98 78,50 £14,4% 85,40 £12,36*
Sodium (mmol/l) 132,53 + 4,94 134,91 + 4,01 135,08 + 3,43
Potassium (mmol/l) 3,950 + 0,572 4,083 + 0,712 5,124 + 1*00
Chlore (mmol/l) 106,34 + 3,59 106,40 + 5,09 109,00 + 3771
P : Seuil de signification ** . Difféerence hautement significative
* . Différence significative *** . Différence tres hautement significative
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Figure N°20 : Variation du bilan ionique chez les patients térapdiabétiques et souffrants
de néphropathie diabétique
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5.3. Influence des pathologies sur les parametres dtress oxydant

5.3.1. Evaluation du glutathion réduit GSH (nmol/m)

Les résultats obtenus montrent une diminution iegement significative<0.001)
du taux de GSH chez les patients atteints de diabetde néphropathie diabétiques par
rapport aux sujets témoifgbleau N° 7-figure N°21)

Tableau N°7 :Variation du taux de glutathion chez la populaticétude

T [n=20] D [n= 20] ND [n= 20]
GSH (nmol.1¢/ml)  26.93x+4x16 15.13x16+3.29x10  09.83x16 + 1.45x10

Kok

P : Seuil de signification ** . Difféerence hautement significative

* . Différence significative *** . Différence tres hautement significative

0.000035

0.00005 I

0.000025 | —

0.00002 | —

E

0.000015 ——
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s sk s
0.00001 —
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Figure N°21 :Variation du taux de GSH (nmol/ml) chez les pasgémoins, diabétiques et

souffrants de néphropathies diabétiques

20



Chapitre S e résullats

5.3.2. Evaluation du taux de malondialdéhyde MDA (mol/ml)

Les résultats illustrés danstibleau 08 et la figure 22signalent, une augmentation
tres hautement significative du taux plasmatiqueVii2A chez les patients diabétiques et

atteints de néphropathie diabétiques par rapparteauoins.

Tableau N°8 :Variation du taux d’MDA chez la population d’étude

T [n= 20] D [n= 20] ND [n= 20]

MDA (nmol/ml) 9,99 + 3,65 24,47 + 6,52 29,62 + 8,37+
P : Seuil de signification ** . Différence hautement significative
* . Différence significative *** . Différence tres hautement significative

40
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Figure N°22: Variation du taux de MDA (nmol/ml) chez les patetémoins, diabétiques et

souffrants de néphropathies diabétiques
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Chapitre 6 Siscussion

Chapitre 06 : La discussion

Parmi les complications microvasculaires du digbktenéphropathie est sans doute
celle qui engendre le pronostic le plus défavoraplésqu’en plus d’exposer a un risque
d’insuffisance rénale terminale, elle s’associena bausse importante de la morbi-mortalité
cardio-vasculaire(Foley et al., 2005). L'incidence de cette pathologie est en constante
augmentation dans notre pays, de sorte qu’elleéésepte un réel probléme de santé publique
(FID, 2017)

Une meilleure compréhension de la physiopatholdgiecette affection ainsi qu’une
identification précoce des sujets a risque, perameté prévenir une véritable épidémie. La
pathogénese et le développement de la néphropdihigtique ne sont pas entierement
compris, mais semblent étre le résultat d’intecmdi entre des facteurs métaboliques et
hémodynamiqueariani et al., 2012)

L’hyperglycémie

Nos résultats montrent une augmentation tres haresignificative de la glycémie a
jeun chez les patients diabétiques et atteintséganopathie diabétiques par apport aux sujets

sains.

Il est clairement admis, que le mauvais controlgc@ique est associé a une
augmentation du risque de néphropathie diabétidqefraigne, 2005) L’hyperglycémie
occasionnée dans la majorité des cas, par unnraitemal adapté ou un régime alimentaire
non respectée, mene a la formation des produitfydations avancées (AGES) qui vont se
fixer sur le collagéne de la membrane basale glolamiée, sur les cellules mésangiales et
endothéliales(Makita, 1991). Par conséquences, une production de diversekingt)
facteurs inflammatoires et de croissances celkgaimduisent une expansion de la matrice
mésangiale, une glomérulosclérose et une élévalmnl’excrétion urinaire d’albumine
(Williams, 2004).

Une des hypothéses serait que I'accumulation d’A@d&rsl’hyperglycémie provoque
un déreglement de I'enzyme eNOS et altere la ptamiucdle NO Ce phénomene provoque
une dysfonction endothéliale au niveau glomérulatedonc, un défaut d’autorégulation
participant au développement de la néphropathieétigue(Weekers et Krzesinski, 2005).
Notre résultat est similaire a d’autres études péesguelles on peut cit€Bouattar et al.,
2009 ; Roussel, 2011).
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Bilan rénal
La créatinine, l'urée et I'acide urique, sont dexltets produits par I'organisme et

eliminés par les reins. Utilisés généralement conmdieateur d’une fonction rénale correcte
(Tsinalis et Binet, 2006 ; Dussol, 2011)

Nous avons enregistrés, une légere augmentatioifisggive des concentrations de l'urée et
de I'acide urique, ainsi qu’une augmentation haugtet significative de la créatinine chez les
patients diabétiques sans complications rénalesrapges.Ces perturbations peuvent étre
traduites selon le médecin traitant, par un débaltédation de la fonction rénale. Nos
résultats corroborent avec ceux deadaridis et Sarafidis, 2005 ; Bouattaret al., 2009 ;
Gautier, 2014).

Parallelement, une augmentation tres hautementfisgjive de ces parametres est
enregistrée chez les patients atteints de néphmiepdibbétiques. Plusieurs études on révélées
gu’'une fois linsuffisance rénale s’installe, leaux de ces paramétres augmentent
significativement dans le sang traduisant un défil@ filtration voir d’excrétion rénale
(Richet, 2003) ces métabolites se trouvent accumulés dans kg steviennent toxique

(Vanholder, 2003) Ces reésultats sont en accord avec I'é{iRblouane ,2011)

L'albumine

Une diminution modérée et statistiquement insignite de I'albumine est démontrés chez les
patient atteints de diabéte par apport aux sujeisss témoignant d’'une albuminémie

équilibré. Cependant, Les patients atteints de no@althie diabétique présentent une
diminution tres hautement significative (p<0.0d#&)I'albuminémie en comparaison avec les

témoins.

Cela est probablement du aux modifications de lteafion glomérulaire, entrainant une
excrétion urinaire d’albumin@Ruggenentiet al., 2004).

Plusieurs recherches renforcent l'idée qu'une fisarice rénale chronique augmente le
risque de carence en albumif@ano, 1990 ; Chevenne et Fonfrede, 2001¢s causes sont
multiples :

-une concentration plasmatique des acides amirgggidmment abaissée au cours de la
néphropathie chronigU®uggenentiet al., 2004)

-une acidose métabolique responsable de l'utiigaties acides aminés, suite a une perte
rénale des protéinéd€ombeet al., 2004; Ruggenentet al., 2004)
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-I'insulino-résistance conduit a un effet stimuléamtsynthése des protéines inflammatoires et
inhibe la synthése hépatique de I'album({be Feoet al., 1993).

De plus, lI'albumine, comme de nombreuse protéirsgntant une fonction thiol
libre, a la capacité de piéger et de neutraliseRI®S. Ce thiol est représenté par une cystéine
en position 34 de la protéine. L’albumine agit coenam tampon contre le stress oxydant au
niveau plasmatique, il permet de limiter leactéons en chaine produisant les ROS dans
la circulation sanguin¢Roche et al., 2008) Cette fonction antioxydante est mise a rude
épreuve au cours du diabete, il peut étre sujeplesieurs modifications post-trductionnelles
lite d'une part a des modifications de glycation ses résidus amines libres et autre part a

des mécanismes oxydat{{Suerin-Dubourg et al., 2012)
Le bilan ionique

On observe également une perturbation apparents tarbilan ionique, caractérisée
essentiellement par une augmentation tres hautesiganficative des ions calcium, sodium,

potassium et chlore chez les néphropathies diale&igar comparaison avec le témoin

Ces résultats son en accord avec les résulté®edeuane, (2011)
L'étude de ces ions permet le dépistage et la slanvee d’un déséquilibre acido-basique et le
niveau d’hydratation dans le plasma. Cet equildst physiologiguement assuré par le rein
fonctionnel, il peut étre perturbé dans differentagonstances, notamment les maladies
rénales telles que la néphropathie diabétiduessol, 2010)En outre, un taux de phosphate
plus élevé est associé a une mortalité cardiovaseyblus importante et a une progression
plus rapide de l'insuffisance rénale, également dbs diabétiques. Une attention spéciale a

ces parametres est donc recommarfd&OQI, 2007).
Les marqueurs de stress oxydant

C’est une circonstance anormale dans laquelle plaes les tissus de notre organisme
lorsqu'ils sont face a un flux accru de radicalxels, qu’ils n'arrivent plus a piéger ou a
détruire(favier, 2006).

Pour évaluer un stress oxydant, trois types de meamng sont classiqguement utilisés. Ce sont
les marqueurs de la peroxydation lipidique, le maugntioxydant du plasma et les systemes

de défense antioxydants.
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La mesure des radicaux libres est difficile a cadmsédeur haute réactivité, de leur demi-vie
extrémement courte et de leur tres faible conctotraC'est la raison pour laquelle on fait
appel a des marqueurs indirects, qui permettenaldér les produits secondaires a la
peroxydation lipidiqgue comme le malondialdéhyde (D

Dans notre étude, seul le glutathion réduit (GSH)MDA ont été mesures, dans le plasma,
les résultats sont comparés avec d'une populatémoin mesurés dans les mémes

circonstances.

Le diabete et la néphropathie diabétique ont emgiune augmentation trés hautement
significative (p<0.001) de 'MDA par apport aux téms. Ces résultats corroborent avec les
études dé&sallou et al. (1994)

Impliquant principalement les acides gras polyings, le stress oxydant endommage
la structure et la fonction cellulaire responsatiéela perte de lintégrité membranaire des
reins (Ogur, 2005) La plupart des études rapportent des taux plagoest en TBARS plus
élevés chez les patients diabétiques qu'ils sdietgpe 1 ou de type 2 comparativement a une
population de glycémie norm@breismacher, 1995).

L’organisme se protege en permanence contre laafism et I'agression de ces
oxydants grace a divers mécanismes de défenseemagiatiques que non enzymatiques
(Halliwell, Gutteridge, 2007). Parmi ces derniers, on retrouve principalemergllgathion
réduit (GSH).

Le glutathion, «-glutamyl-cystéinyl-glycine », est le plus abondaigeptide dans le corps
humain, il permet a I'organisme de se débarrasssrtalxines et polluants indésirables, en
formant avec eux un composé hydrosoluble susceptilétre excrété dans I'urine ou la bile
(Favier, 2006) Lorsque le glutathion est oxydé sous forme (GS¥¢ut réagir avec un autre
anion de glutathion pour former la molécule oxyd€&S-SG). Par la suite, elle peut étre
réduite en GSH de nouveau par la glutathion rédaechADPH- dépendant@/alko et al.,
2007) Il est donc intéressant d’étudier le niveau dH@ans le plasma des patients atteints

de diabéte et de néphropathie diabétique.

Nos résultats révelent que les taux de GSH sotgment diminués en comparaison avec les

témoins.

Cet effondrement est peut étre di a sa conjugaiseate avec les espéeces radicalaires
produites au court du diabéte et ces complicatmngn raison de l'inhibition des enzymes

antioxydantes qui sont impliqguées dans sa régéaeidtesfamariam, 1994)
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De nombreuses études ont montré que le glucossguer sa concentration
intracellulaire est anormalement élevée, empruréientiellement la voie des polyols. Sous
l'action de l'aldose réductase, il est réduit erpisal qui est alors oxydé en fructose par la
sorbitol déshydrogénase. L'aldose réductase reégumnme cofacteur, le NADPKGreene
et Stevens, 1996De ce fait, un flux anormalement élevé de la \d@e polyols entraine une
déplétion intracellulaire de NADPH. Or, des enzymesi-oxydantes comme la glutathion
réductase, qui régénere le glutathion réduit, agissn présence de NADPH.

Ainsi, la déplétion intracellulaire de ce cofacte@n diminuant l'activité de la
glutathion réductase, a pour conséquence de dimieugaux intracellulaire de glutathion
réduit, un facteur important de protection vis-a-¢es dommages créés par les radicaux libres

oxygénégTropeano, 2003)
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Conclusion

A défaut d'une prise en charge optimale, le diabateé engendre des complications a long
terme qui font toute la gravité de la maladie. E'aes complications les plus redoutables est
la néphropathie diabétique.

Au stade précoce, cette maladie passe souventrquep@vec un manque de techniques
permettant de la mettre en évidence, I'évolutiotuneie se fait le plus souvent vers une
insuffisance rénale terminale. Généralement lesdesl tendent vers I'épuration extrarénale

et la transplantation, cependant, le colt onéréeixes solutions les rend peu accessibles.

L'objectif de ce travail est de déterminer, patude de quelque biomarqueurs biologique, la
frequence de la néphropathie dans une populatiabétigue. Nos résultats on permit de
mettre en oceuvre une perturbation de la majorité pEmmetres biologique mesureés.
Déterminé essentiellement par une augmentationfisigive de la glycémie, du bilan rénal,

ionique et de I'MDA avec une déplétion de I'albudrimie et du taux de glutathion réduit chez

les patients souffrants de diabéte et de néphrigpdidibétique par apport aux sujets témoins

La néphropathie diabétique (ND) est une patholagie pleine croissance, aux lourdes
conséguences, aussi bien physiologique que soomeétque. Elle apparait fréiquemment
dans la population des diabétiques et nécessitguse en charge adéquate afin de limiter

son évolution a un stade précoce.

Cette étude reste préliminaire, nécessitant d’awralyses approfondies et complémentaire.
Dans ce contexte, et comme perspectives, il sitaitessant de poursuivre la recherche sur
un modele animal afin de mieux comprendre les még@s physiopathologique conduisant

a la dégénérescence des glomérules.
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