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Résumé

Cette présente étude a été réalisée, afin d’estimer la peroxydation lipidique chez le
diabétique de typel et d’étudier sa relation avec les troubles du métabolisme glycémique et
lipidique. La peroxydation lipidique est évaluée par I’un des marqueurs du stress oxydant : le
Malondialdéhyde.

Notre étude a été menée sur 89 patients dont 44 cas de patients atteints du diabete de
type 1 (70%femmes, 30% hommes) recrutés a I’établissement public hospitalier de BLIDA et
45 témoins sains recrutés au laboratoire de I’établissement public de santé de proximité de
BOUGARA.

Nos résultats montrent que le diabéte de type 1 survient chez I’individu
jeune (36,54+1,97) ans avec une prédominance féminine. La concentration du
malondialdéhyde est hautement significative par rapport aux témoins 2,8+0,27 (umol/l) vs
0,63+£0,02 (umol/l) [p<0.0001].  L’hyperglycémie élevée et le taux remarquable de
hémoglobine glyquée (>6%) reflete le deséquilibre du métabolisme glycémique ce qui
augmente I’état de stress cellulaire et tissulaire. En revanche, Le caractéere insulinoprive du
diabete est confirmé par les valeurs moyennes du peptide C et I’insuline

L’analyse de régression du malondialdéhyde a montré une corrélation faiblement
positive avec la glycémie a jeun (r= +0,135, a<0,05) chez les diabétiques alors que chez
témoins elle se trouve fortement négative (r= -0,005, a<0,05), une corrélation négative avec
I’lhémoglobine glyquée (r=-0,312, a<0,05). , et une corrélation négative avec le Cholestérol est
(r=-0,368, a<0,05).

L’équilibre glycémique semble influencer le malondialdéhyde dans le plasma en
augmentent la production des radicaux libres. Ce phénomene s’est produit probablement en
raison de la glycosylation accrue et I’agrégation des plaquettes ou en raison de la détérioration
des systemes protectifs cellulaires antioxydants.

Mots clés : diabete type 1, malondialdéhyde, hyperglycémie, peroxydation lipidique, peptide
C, radicaux libres, hemoglobine glyquée.



ABSTRACT

The present study was conducted to estimate the lipid peroxidation in typel diabetic and
study its relationship with disorders of glucose and lipid metabolism. Lipid peroxidation was

evaluated by one of the markers of oxidative stress: malondialdehyde.

Our study was conducted on 89 patients with 44 cases of patients with type 1 diabetes
(70% women, 30% men) recruited from public hospital of BLIDA and 45 healthy controls
recruited in the laboratory of the public institution of health proximity BOUGARA.

Our results show that type 1 diabetes occurs in young individuals (36.54 + 1.97) years
with a female predominance. Concentration of malondialdehyde is highly significant
compared to controls 2.8 = 0.27 (mmol / I) vs 0.63 + 0.02 (mmol / I) [p <0.0001]. The
remarkable high hyperglycemia and glycated hemoglobin levels(> 6%) reflects the imbalance
of glucose metabolism which increases the state of tissue and cellular stress. In contrast, the
character insulinoprive diabetes is confirmed by the mean values of C-peptide and insulin.

Regression analysis of malondialdehyde showed a weak positive correlation with
fasting glucose (r = 0.135, a <0.05) in diabetic patients, whereas in controls it is strongly
negative (r = -0.005, a <0.05), negatively correlated with glycated hemoglobin (r =-0.312, o
<0.05). And a negative correlation with cholesterol is (r = -0.368, o <0.05).

The glycemic seem to influence the malondialdehyde in plasma increase the production
of free radicals. This phenomenon occurred probably due to increased glycosylation and

aggregation of platelets or due to deterioration of cellular antioxidants Protective systems.

Keywords: type 1 diabete, malondialdehyde, hyperglycemia, lipid peroxidation, C-

peptide, free radicals, glycated hemoglobin.
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INTRODUCTION

Le diabéte de type 1 est la conséquence de la destruction progressive des cellules béta
des Tlots de Langerhans par un processus auto-immune, caractérisé par une hyperglycémie.
Cette derniére induit la surproduction des espéces réactives d’oxygéene. Cet état
physiologique, conduit a une augmentation des marqueurs du stress oxydant, comme

les marqueurs de la peroxydation lipidiqgue (MARITIM et al., 2003).

La peroxydation lipidique consiste en la modification oxydative des lipides. Les
lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de l'attaque
par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogéne sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugue, oxydé en radical peroxyle (FAVIER,
2003).

Les principaux marqueurs de la peroxydation lipidique sont les substances
réagissantes aux acide thiobarbiturique, les diénes conjugués, les hydroperoxydes lipidiques et
les isoprostanes (COLAS, 2010). Il a été montré que la peroxydation lipidique induit une
perturbation des structures, une altération de [Iintégrité, de la fluidité et de la
perméabilité et une perte fonctionnelle des membranes. Elle modifie les LDL pour les
rendre proathérogénes et proinflammatoires et enfin, elle génére des produits

potentiellement toxiques, mutagenes et carcinogenes (NI1KI, 2009).

Le cadre de notre travail vise essentiellement a estimer le taux de la peroxydation
lipidique par le dosage du malonaldéhyde (MDA) chez le diabétique de typel et de chercher
des corrélations entre les taux de la peroxydation et de quelques paramétres métaboliques
(glycémie, Hemoglobine glyquée, bilan lipidique) possibles chez une population atteinte de
diabéte de type 1 comparés a des sujets non diabétiques (témoins).

Pour cela, nous allons dans un premier temps étudier le diabéte et ses conséquences
physiologiques.

Dans un second temps, nous allons étudier la peroxydation lipidique et enfin nous
finaliserons en étudiant le lien entre la peroxydation lipidique et le diabete.
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I.1- Le diabete
1.1.1- Epidémiologie

Le diabéte est une maladie mondialement répandue, dont la prévalence est importante.
(CHEVENNE et FONFRREDE, 2001). L’organisation mondiale de la santé (OMS, 2010
) a estimé, en 2012, 347 millions le nombre de diabétiques dans le monde dont 90% de
diabéte type 2 et 10% de diabete de type 1. Le diabete est considéré comme un véritable
probléme de santé publiqgue (ROBINSON, 2007). Le diabete touche le monde entier mais
il est plus fréquent dans les pays développés (ARBOUCHE LEZOUL, 2007) (Figure 1).
En Algérie ; avec une population estimée en 2007 a 33,8 millions d’habitants, Le nombre
des diabétiques est passé d’un million de personnes en 1993, a plus de 3 millions en 2007,

soit 10% de la population en 2010 dont 300 000 insulinodépendants. (OMS, 2007).
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Figure 1: La prévalence mondiale du diabete en 2012 (BAALBAKI, 2013) modifiée



1.1.1.2- Prévalence du diabéte de type 1

L’OMS a estimé la prévalence mondiale du diabéte 18,1 millions en 2000 et 23,7
millions en 2010 pour le diabéte de type 1. Le DT1 constitue environ 10 % des cas de
diabéte. Il peut survenir a n’importe quel age, avec une incidence maximale entre 10 et 14
ans. (GEENEN et al, 2005). On ne trouve pas de différence significative sur la prévalence du
diabéte de type 1 entre les 2 sexes (BAALBAKI, 2013). Des registres mondiaux
(DIAMOND) et européens (EURODIAB) ont été mis en place afin d’étudier I’incidence du
diabéte en Europe et dans le monde (GREEN, 1992). Il résulte de ces registres que la
prévalence du diabéte de type 1 (DT1) varie d'un pays a un autre. (BAALBAKI, 2013).
1.1.2- Différents types de diabétes

Le diabéte est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par la présence d’une
hyperglycémie chronique qui apparait lorsque le pancréas ne produit pas suffisamment
d’insuline, ou que I’organisme n’utilise pas correctement I’insuline qu’il produit, ou
I’association des deux (LEMOIL et al, 2011; FRERE, 2011; FALL, 2012).
L hyperglycémie, est un effet fréquent du diabete non contrdlé qui conduit avec le temps
a des atteintes graves de nombreux systémes organiques et plus particulierement des nerfs
et des vaisseaux sanguins (DROUIN et al, 1990). Selon I’ OMS, un patient est diagnostiqué
diabétique dés lors qu’il présente deux glycémies a jeun supérieures a 1.26 g/l, qu’une
glycémie sur plasma veineux deux heures aprés ingestion de 75g de glucose (test
d’hyperglycémie provoquée par voie orale : HGPO) est supérieur ou égale a 2,00 g/l, ou
encore qu’une mesure de I’hémoglobine glyquée est supérieure a 6,5 % (VICHOVA et al,
2009).

Le terme de diabéte regroupe plusieurs maladies, ayant en commun I’hyperglycémie
(GRIMALDI, 2012). La derniere classification des diabetes proposée par ’OMS en
1997 distingue quatre types de diabete : le diabéte de type 1 (anciennement diabete
insulino-dépendant), le diabete de type 2 (diabétes non insulino-dépendants), les « autres
diabétes spécifiques » (ou diabétes secondaires) et le diabéte gestationnel
(GUILLAUSSEAU, 1997).



1.1.3- Le diabete de type 1

Le diabéte de type 1 résulte d’une insuffisance totale en insuline liée a la destruction
des cellules sécrétrices d’insuline du pancréas (cellules endocrines B des flots de
Langerhans) par un processus auto-immun a médiation cellulaire (TOURNANT et al, 1998;
KAWASAKI et al, 2004). Il se caractérise par un syndrome cardinal de début brutal
associant  polyuro-polydipsie (l'augmentation de la quantité d'eau bue par jour et
l'augmentation de la quantité d'urines émise par jour), polyphagie (sensation excessive et
insatiable de faim), amaigrissement et asthénie (VALDIGUIE, 2000; GRIMALDI, 2009;
GALTIER, 2010). Il est associé a la présence d'auto-anticorps dirigés contre le pancréas,
marqueurs du processus auto-immun (BACH, 2003). En I’absence de ces marqueurs, le
diabéte est dit de type 1 « idiopathique » (DUBOIS-LAFORGUE, 2007). Le diabete de type
1 s’inscrit dans la catégorie des maladies dites auto-immune. (OLIVIER et CHRISTOPHE,
2007)

1.1.4- Ethiopathologie du diabéte de type 1

La réaction auto-immune survient sur un terrain de susceptibilité génétique a la suite
des facteurs déclenchants et peut étre dépistée avant I’apparition de I’hyperglycémie par
des dosages sanguins d’auto-anticorps (GRIMALDI, 2000; RODIER, 2001).

1.4.1.1- Terrain génétique de susceptibilité

Le diabéte de type 1 représente une maladie hétérogene, se développe sur un terrain
génétique particulier : il s'agit d'une susceptibilité plurigénique avec au moins 10 genes en
cause. Ce caractére héréditaire se traduit par un risque accru de la maladie chez les
apparentés d’un sujet diabétique de type 1 (EISENBARTH, 1994). Le risque pour une
mere diabétique insulino-dépendante d’avoir un enfant diabétique est environ 2 % alors
que le risque est de 4 a 5 % lorsque c’est le pere qui est diabétique insulino-dépendant.
Les différents risques sont résumés dans le tableau I. (GRIMALDI A., 2000;
BAALBAKI, 2013).

Le principal géne concerné se situe sur le chromosome 6 au niveau des génes du
systeme HLA de classe Il avec un risque relatif de 3 a5, lorsqu’il existe un antigene
HLA DR3 ou DR4. Le risque relatif atteint 20 a 40 lorsque les deux antigénes DR3 et
DR4 sont associés, ce qui veut dire que I’association DR3-DR4 est fréquente dans la
population diabétique alors qu’elle est exceptionnelle dans la population non-diabétique.



Le second repere se situe dans la région du gene de I’insuline. Les autres régions
demeurent inconnues (DUBOIS-LAFORGE et TIMIS, 2000; TOM et al, 2011).

Tableau I : Risque de survenue de diabéte de type 1 en fonction des prédispositions

Risque de survenue d’un diabéte de type 1

Population générale 0.2 %

Personnes DR3 DR4 (1% de la|7%

population générale)

Enfant de mére DT1 2-3 %
Enfant de pere DT1 4-5 %
Frére ou sceur d’un DT1 5%

Frére ou sceur d’un DT, HLA différent <1%

Frére ou sceur d’un DT1, HLA identique 15 %

Frére ou sceur d’un DTI1, HLA semi- | 7 %

identique

Jumeau homozygote d'un DT1 30-40 %

(GRIMALDI, 2000)
1.1.4.2- Facteurs déclenchants
Des facteurs environnementaux tels que les infections virales sont probablement
a lorigine du déclenchement du processus auto-immunitaire. Ces infections virales
(cytomégalovirus, virus de la rubéole, virus Coxsackie) pourraient favoriser I’expression des
auto-antigénes pancréatiques ou une activation lymphocytaire non spécifique au niveau
pancréatique (BOITARD et MALLONE, 2010).

1.1.4.3- Déroulement de la réaction auto-immune

La destruction de la cellule B est essenticllement due a une infiltration des Tlots par des
lymphocytes T helper CD4 et des lymphocytes T cytotoxiques CD8 (GRIMALDI, 2000). La
cellule présentatrice (APC) présente des peptides antigéniques au lymphocyte T CD4 (Figure
2). L'activation de ce dernier nécessite I'interaction spécifique entre son récepteur (TcR) et le
complexe CMH Il/peptide d'une part et entre des molécules coactivatrices (B7, CD28) d'autre
part. Deux types d'activation sont ensuite possibles, selon les cytokines produites : la voie Th2
induit I'activation de lymphocytes B qui ce différencier en cellule plasmocytes qui produit des
anticorps (BAALBAKI, 2013).



La voie Thl, majoritaire dans le DT1, induit I'activation de lymphocytes CD8 cytotoxiques
(DUBOIS-LAFORGUE, 2007). La libération dans I’environnement péri-cellulaire des
protéines cytotoxiques (perforines) et des sérines estérases (granzymes). La perforine s’insere
dans la membrane cellulaire cible et se polymérise, créant un pore. Cela facilite I’entrée de
granzymes dans le cytosol dont la pénétration dans les cellules active des vois d’apoptose a
I'action de cytokines cytotoxiques tumor necrosis factor (TNF a), interleukine (IL1) produites
par les lymphocytes T CD8 et les macrophages, a la production d'oxyde nitrique (NO) par les
macrophages et les cellules B elles-mémes (DUBOIS-LAFORGUE, 2007; WONG et al,
2008).

Au cours de cette réaction sont produits 4 types d’auto-anticorps dirigés contre
certains antigenes pancréatiques. Ces auto- anticorps sont des marqueurs fiables du
déroulement du processus auto-immun pathologique (KNIP et SILJANDER, 2008).

Ces anticorps sont:
» Les anticorps anti-ilots (islet cell antibody: ICA)
> Les anticorps anti-GAD (glutamate acide décarboxylase). Ces anticorps sont
dirigés contre une enzyme ubiquitaire mais qui est exprimée uniquement au
niveau pancréatique.
> Les auto-anticorps anti-insuline, retrouvés surtout chez I’enfant
> L’anticorps anti-lA2 : c’est un anticorps dirigé contre une phosphatase
membranaire des cellules B (KNIP et SILJANDER, 2008; HAMADI. 2010).
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Figure 2: Phase effectrice de la réponse immune au cours du diabéte type 1
(DUBOIS-LAFORGUE, 2007)




1.1.4.4- Histoire naturelle du diabete de type 1

Débute avec la présence d’un terrain génétique favorisant (ATCD familiaux, groupage
HLA). A ce stade, le processus conduisant a la maladie n’a pas encore débuté mais le risque
de survenue du diabéte est déja présent. La seconde étape est caractérisée par le démarrage de
la réaction auto-immune et la dégradation progressive de la capacité d’insulino-sécrétion.
Cette phase est infra-clinique car la masse insulaire restante est capable de maintenir une
glycémie normale. La troisieme étape est marquée par I’hyperglycémie chronique et ses
conséquences cliniques (Figure 3) (EISENBARTH, 2002 ; BOUHOURS- NOUET et
COUTANT, 2005).
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I.1.5-Complication du diabete de type 1
1.1.5.1 Les complications aigués

1.1.5.1.1- L'acidocétose diabétique

Malgré I'abondance du glucose dans le secteur sanguin, celui-ci ne peut quasiment plus
rentrer dans les cellules qui sont privées de leur principale source d'énergie, et doivent donc
trouver un substrat énergétique alternatif. Elles vont alors se tourner vers les acides gras
libres et les acides aminés (DEKKAR OTMANE, 2012).



1.1.5.2.Les complications a long terme

Les épisodes hyperglycémiques engendrés par le diabete de type 1
s'accompagnent a long terme, de complications neurologiques, macrovasculaires et
microvasculaires (Figure 4) (PERLEMUTER et al, 2003 ; FRERE, 2011).
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Pied diabétique (ulcération et
amputation)

Figure 4: Principales complications a long terme du diabéte (FID, 2011)

1.1.6- Hémostase de la glycémie et diabete
Un contrdle trés étroit de I'noméostasie glucidique est assuré par les hormones,
au 1% rang desquelles figurent I'insuline et le glucagon exercant des effets antagonistes sur les
métabolismes étroitement inter-régulés des lipides et du glucose de facon a les adapter aux
situations physiologiques : périodes post-absorptive et postprandiale, exercice musculaire,
vieillissement (CAPEAU. et HERMELLI, 1994; COLAS, 2010; FRERE., 2011).
1.1.6.1- Insuline

L’insuline est une hormone pancréatique, seule hormone hypoglycémiante de
l'organisme, secrétée par les cellules B des Tlots de Langhans du pancréas (RIANT, 2009).
C’est un hétérodimere de PM 5800 Da, constitué de deux chaines polypeptidiques, la chaine
A et la chaine B, reliées entre elles par deux ponts disulfures. Un pont disulfure
supplémentaire est présent & I’intérieur de la chaine A (ANDREELLI et al, 2006) (figure 5).



Elle stimule I'absorption du glucose sanguin par les tissus dits insulinodépendants (le foie, les
muscles squelettiques et le tissu adipeux) et son stockage sous forme de glycogene
(glycogénese). Dans le foie, elle inhibe la production de glucose en agissant sur la
néoglucogenese et la glycogénolyse. Elle agit positivement sur la lipogénese(KEBIECHE,
2009).

Insuline
Figure 5 : Schéma de la molécule d'insuline (MALARDE, 2012)

1.1.6.1.1- Synthése, stockage et Sécrétion de I’insuline

La cellule B des Tlots de Langerhans du pancreas fabrique en premier la pré-proinsuline,
qui est constituée de pro-insuline, allongée a lI'extrémité aminée de la chaine B par une
séquence « signal » de PM 2500 qui dirige la chaine peptidique vers le réticulum
endoplasmique (Figure 6). La pro-insuline est formée dans le réticulum endoplasmique
des cellules B par clivage du peptide signal et formation des ponts disulfures. Avec la
participation de l'appareil de Golgi, il se forme des granules contenant l'insuline. Dans
ces granules, Iinsuline mature est formée par élimination du peptide C et conservée jusqu’a
son excrétion sous forme d’hexameére contenant du zinc (VALDIGUIE, 2000; BOUGLE. et

ANNANE. 2009).
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1.1.6.1.2- Circulation, distribution et dégradation de I’insuline

Une fois sécrétée et libérée, l'insuline circule de facon libre, non liée de fagon
significative aux protéines plasmatiques. Sa demi-vie biologique est d'environ 10 minutes.
L'essentiel de la dégradation de l'insuline (90 %) se fait au niveau du foie, le reste étant
dégradé au niveau du rein (VALDIGUIE, 2000).
1.1.6.2- Le récepteur de I’insuline

Le récepteur de I’insuline appartient a la superfamille des récepteurs a tyrosine kinase
(RTKs) (Figure 7). Dans sa configuration naturelle a I’état non activé, le récepteur de
I’insuline se présente sous la forme d’un hétérodimére constitué de deux sous-unités et de
deux sous- unités a, liées de facon covalente par des ponts disulfures. La sous-unité o est
entierement extracellulaire et contient le site de liaison a I’hormone. La sous-unité B est
transmembranaire et porte I’activité tyrosine-kinase (DE MEYTS, 2005). L’insuline agit sur
ces tissus cibles en se liant sur la sous unité (s/u) a de son récepteur « a activité tyrosine
Kinase » ce qui permet I’autophosphorylation de la s/u B sur les résidus tyrosine (Tyr-P)

(ANDREELI et al, 2006).
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1.1.6.3- Les voies de signalisation intracellulaire

L’insuline active de nombreuses voies de signalisation intracellulaire Figure 8. La
premiére cascade de signalisation, impliquant la voie de la PI-3 kinase, concerne
essentiellement les effets métaboliques de I’hormone. La voie qui régule le métabolisme du
glucose dans le muscle squelettique, le tissu adipeux blanc et le foie ; elle contréle la
production de NO et la vasodilatation au niveau des vaisseaux. L’autre voie, associée aux
effets de Iinsuline sur la croissance. La voie qui contrle la croissance et la prolifération
cellulaire (RIANT, 2009).

-

L
Insuline ’-'-._' —

\\

L
g Reécepteur de I'insuline

.'" SOS.
| Y
-.nld wb\\ ".ﬂ
mex® \\ ' \
l . .';. \ \' Capiure de glucose
;,/"_ _‘\‘ NO -ﬁ \. Néoglucogénese
Transe ription Eﬁ- 1 | nsglnyg;e;:s
i Vasoconsiriction | Vasorelaxation Tis :‘llﬁeeu
Croissance cellulaire Endotheéelium Foie

Diffé renciation

Figure 8 : Les voies de signalisation de I’insuline (MUNIYAPPA et al. 2007).



1.2- le stress oxydant
1.2.1. Qu’est-ce que le stress oxydatif ?

Le stress oxydant est défini comme un débalancement entre la production

d’oxydants, ou espece réactive d’oxygene (ROS: réactif oxygen speces), et les molécules
antioxydantes en faveur des oxydants (BAE et al,1997; WASSMANN et al, 2004). Le
terme ROS fait référence a plusieurs types de métabolites réactifs a I’oxygene tels que
les radicaux libres et d’autres non-radicalaires tel que le peroxyde d’hydrogéne (H202)
(EVE LAVOIE, 2012).
Dans le diabéte, il a été observé a la fois une augmentation de la production des
radicaux libres et  une diminution des défenses antioxydantes, conduisant a une
augmentation des marqueurs du stress oxydant, comme les marqueurs de la peroxydation
lipidique (MARITIM et al, 2003).

1.1.2. Qu’est-ce qu’un radical libre ?

Un radical libre (RL) peut étre défini comme toute espéce chimique capable
d’une existence indépendante et contenant un ou plusieurs électrons non appariés dits
électrons célibataire (HAMADI, 2010). De ce fait, ils sont trés instables et réagissent avec des
molécules voisines en leur arrachant un électron et les transformant a leur tour en especes
radicalaires plus réactives (CARRERAS, 2004). Les radicaux libres sont ubiquitaires, et ont
un temps de demi-vie trés court (GOUDABLE et FAVIER, 1997). Les principales espéces
radicalaires e non radicalaires connues sont représentées dans le tableau suivant :

Tableau I1: principales especes réactives de I’oxygéne (ROS) et de I’azote (NOS) produite

par le métabolisme tissulaire et cellulaire

Especes réactives de I’oxygéne (ROS) | Espéces réactives de I’azote(NOS)
°O2"  : Anion superoxyde °NO : Oxyde nitrique

OH° : Radical hydroxyle °NO; : Dioxyde d’azote

ROOQO° : Peroxyde HNO;, : Acide nitreux

RO° : Alcoxyle ONOO' : Peroxynitrite

H,0O, : Peroxyde d’hydrogéne ONOONH : Acide peroxynitrique
HOCI : Acide hypochloreux ROONO : Alkyle peroxynitrite
'0, : Oxygéne singulet

(HUET, 2006)



1.1.3 - D’ou est- ce que les radicaux libres viennent ?

Les ROS sont principalement formés lors de I’oxydation des lipides par le cycle
de Krebs et lors de la chaine de transport mitochondriale d’électrons qui a pour but
de produire de I’énergie. Les radicaux libres sont formés suite & I’oxydation des glucides, la
glycation non enzymatique des protéines et leur subséquente dégradation (FAVIER .2003 ;
EVE LAVOIE, 2012). Alors que les especes réactives du NO sont essentiellement produites
par la NO synthase. Enfin une mauvaise alimentation pauvre en antioxydants contribuera
également a I‘apparition du stress oxydant (PINCEMAIL et al, 2002).Une production
excessive de ROS endommage les lipides (peroxydation des lipides), les protéines et

I’ADN compromettant les fonctions cellulaires (YU, 1994).

1.1.4- Quels sont les moyens de défense de I’organisme pour lutter contre ces radicaux
libres ?

Compte tenu du caractére toxique de ces radicaux libres, I’organisme a mis en place des
systemes de défense (cellulaires, membranaires et extracellulaires) pour se protéger de leur
attaque : ce sont les antioxydants (Figure 9) (HALENG et al, 2007). Gutteridge (1993)
définit I’antioxydant comme toute substance capable a faible dose de retarder ou d’inhiber
I’oxydation des substrats. Les antioxydants cellulaires comprennent plusieurs enzymes dont
les plus importantes sont les enzymes superoxyde dismutases (SOD), la glutathion
peroxydase, la catalase et les peroxiredoxines. D autres antioxydants comme la vitamine E
a-tocophérol, le b-carotene et la coenzyme Q10 sont présents dans les membranes cellulaires
et capables de piéger les radicaux libres (WEI, 1998). Parmi les antioxydants extracellulaires,
les plus importants sont les protéines liant les ions métalliques. En effet, les ions libres fer et
cuivre peuvent induire la production de radicaux libres toxiques en accélérant le processus de
peroxydation des lipides et en catalysant la formation de radicaux hydroxyles (RACCAH,
2004).
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Figure 9 : Répartition des principales défenses antioxydantes dans la cellule.
(GARAIT, 2006)
1.2.5- Les conséquences du stress oxydant
Le stress oxydatif, d0 aux radicaux libres, entraine des dégats tissulaires
essentiellement par I’oxydation des protéines, de I’ADN ou des lipides. Nous s’intéressons a
cette derniere (LAIGHT et al, 2000).
1.2.5.1.1- La peroxydation lipidique

La peroxydation lipidique consiste en la modification oxydative des lipides. Elle peut
étre enzymatique (contr6lée) ou non enzymatique (COLAS., 2010). Nous détaillerons ci
dessous cette derniére. Les lipides et principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la
cible privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogene sur les
carbones situés entre deux doubles liaisons, pour former un radical diéne conjugué, oxydé en
radical peroxyle (ESTERBAUER et al 1992; JANEUL, 2003).
1.2.5.1.1.1- La peroxydation non enzymatique

Il s’agit d’un enchainement de réaction radicalaires organisées en trois phase
successives : initiation, propagation et terminaison (PRE, 1991).
Initiation : induit par des radicaux libres tells que les radicaux hydroxyles (HQO°) et
hydroperoxyle (HOQ®°) ainsi que les radicaux lipidiques tels que les alcoxyles (LO°) et
peroxyle (LOO®). La réaction consiste a arracher un atome d’hydrogene sur un carbone situé

Entre deux doubles liaisons, laissant un électron non apparié.

RH+HO°® — R°+HO



L’acide gras subit alors en suite de réarrangement des doubles liaisons lui permettant de se
stabiliser. 1l se produit alors un radical alkyle (diéne conjugué) (BOUZIDI-BEKADA, 2012).

Propagation : Une molécule de dioxygene (O2) s’ajoute rapidement sur le R° pour former un
radical peroxyle (ROO°) (BOUZIDI-BEKADA, 2012).

R°+ 02 —» ROO°

Le ROO° va propager la réaction en chaine avec une molécule RH voisine pour former un
nouveau R°et un hydroperoxyde lipidique (ROOH). De cette maniére, de nombreuses
molécules d’hydroperoxydes lipidiques peuvent étre formées pour chaque RL initial
(BOUZIDI-BEKADA, 2012).

ROO°+RH — > R°+ROOH

Terminaison : Cette étape consiste en la formation de composés stables issus de
I’association de 2 composés radicalaires. Leurs électrons non appariés s’associent
rapidement pour former une liaison covalente stable (BOUZIDI-BEKADA, 2012).La
réaction peut également étre stoppée a I’aide d’antioxydants ou continuer (FAVIER, 2003).

ROO° + ROO° — > ROOR+ 02

ROO° + R°® ———— ROOR
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Figure 10 : la peroxydation non enzymatique (JANEUL, 2003)

1.2.5.1.1.2- Les produits de la peroxydation lipidique

Les produits primaires de la lipoperoxydation tels que les radicaux alkyles,
hydroperoxyle et les hydroperoxydes d'acides gras sont labiles peuvent continuer a s'oxyder et
a se fragmenter en des produits secondaires plus stables (Figure 11). Parmi les produits
secondaires formés lors de la peroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde
(MDA), le acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4-hydroxynonenal (4-HNE) sont étudiés
comme marqueurs de la peroxydation lipidique (SPITELLER, 2003).



1.2.5.1.1.2.1- Le dialdéhyde malonique (MDA)

Le dialdéhyde malonique (MDA) dérive de I'oxydation des acides gras présentant au
moins 3 doubles liaisons conjuguées. Est le marqueur le plus utilisé de la peroxydation par la
simplicité et la sensibilité de la méthode de dosage. De plus, il sert d'index global car il est a
la fois produit par les deux types de peroxydation, enzymatique (PGH synthase) et non
enzymatique au niveau plaquettaire (CARRERAS, 2004).
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1.2.5.1.1.3 - Les conséquences de la peroxydation

La peroxydation des lipides peut concerner les phospholipides membranaires ou les
lipoprotéines circulantes. Les conséquences seront différentes (FAVIER, 2003).

1.2.5.1.1.3.1- Les lipides membranaires

Il a été montré qu’elle induit une perturbation des structures, une altération de

I’intégrité, de la fluidit¢ membranaire, de la perméabilité, une altération des systemes de
transfert d’ions, ainsi que le fonctionnement de nombreux transporteurs, récepteurs et

affecte les voies de transduction des signaux (FAVIER .2003; NIKI, 2009; HAMADI,

2010).



1.2.5.1.1.3.2- Les lipoprotéines

L'attaque des lipides circulants aboutissant a la formation de LDL (lipoprotéines de
densité légere) oxydées qui, captées par des macrophages, formeront le dépot lipidique de la
plaque d'athérome des maladies cardiovasculaires (PEYNET et al 2005; NAKAJIMA, 2006;
SAAD, 2006). Elle modifie les LDL pour les rendre proathérogénes et proinflammatoires
et enfin, elle génére des produits potentiellement toxiques, mutagenes et carcinogenes
(NIKI, 2009).

1.3- Diabete et stress oxydatif

Le stress oxydant est augmenté dans les différents tissus a la fois dans le cas de diabéte
expérimentale ou pour les patients diabétigues (KORSHUNOV et al, 1997).
L hyperglycémie chronique induit un stress oxydant (DANDONA et al, 1996) favorisant une
augmentation de la production d’ERO chez les patients diabétiques de type-1 et 2 et une chute
des défenses antioxydantes cellulaires (MAXWELL et al, 1997).

1.3.1- La production de radicaux libres au cours du diabéte

Plusieurs mécanismes semblent impliqués dans le développement d'un stress oxydant
en présence de concentrations élevées en glucose par la production des oxydants comme le
cas de: l'auto-oxydation du glucose et la voie de la glycation des protéines la voie des
polyols. Ainsi cette derniere est t’impliquée aussi dans la diminution des systémes anti
oxydantes. (DELLATTRE et al, 1999; INDRAN et al, 2004; MARJANI, 2005).

1.3.1.1- Auto-oxydation du glucose

En présence de fer, le glucose s’oxyde entrainant la génération des ROS, mais
aussi la production de la forme aldéhyde du glucose, le glyoxal. Cette molécule se fixe
rapidement sur les protéines dans lesquelles apparait un résidu carboxyméthyllysine
(CML). Ce groupe mencapte facilement le cuivre, ce qui provoque le déclenchement de
réactions de type Fenton avec production de radicaux libres : il s’ensuit une augmentation
de la peroxydation lipidigue (DEVARAJ, 2001). Ce mécanisme pourrait expliquer
pourquoi le diabéte est souvent associé a des complications cardio-vasculaires (HALENG et
al, 2007).



1.3.1.2- Voie des polyols
Dans le diabete, le glucose est pris en charge par la voie des polyols qui le transforme
en sorbitol par l'aldose réductase puis en fructose par le sorbitol déshydrogénase (Figure 13).
Durant cette réaction il ya :
¢+ une augmentation de NADH cofacteur d'enzymes catalysant des réactions génératrices
de radicaux libres telle que la PGH synthase (KUKREJA et al, 1986 in
CARRERAS, 2004).
¢+ Et une consommation du NADPH, H+ nécessaire a la régénération du glutathion,
puissante molécule antioxydante. Il en découle une diminution de sa régénération et
donc une diminution des défenses antioxydantes. En outre, entrainantune inhibition
de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase et une accentuation de la
formation de produits terminaux de glycation (AGE) (LEE et CHUNG, 1999).

Alcools
e
Aldéhydes inactifs Sorbitol
ldose réductas déshydrogénase
- >—<. = Fructose

[glucose] élevées > Sorbitol -

NADPH.H~ NADP+ NAD+ NADH

GSSG 2 GSH

Figure 12 : Voie des polyols en conditions d’hyperglycémie(BROWNLEE, 2005)

1.3.1.3- Glycation et produits avancés de glycation
La réaction de glycation a été décrite pour la premiere fois par Maillard en 1912.

(BONNEFONT- ROUSSELOT et al, 2004). La glycation non enzymatique est I’une des
modifications post-traductionnelles tardives des protéines. 1l s’agit d’une réaction chimique
spontanée entre le groupement aldéhyde ou cétonique d’un ose, ou d’un dérivé d’ose, et un
groupement a- ou g-aminé d’une protéine (BUNN et HIGGINS, 1981).

Le processus de glycation comporte plusieurs étapes. Dans un premier temps, une
condensation réversible donne une base de Schiff instable (Figurel4).

Glucose + Protéine-NH2 » Base de Schiff




Celle-ci subit ensuite un réarrangement moléculaire, appelé réarrangement d’Amadori.
Figurel5 (GUILLET., 2010).

Base de Schiff ——— > Produit d’Amadori

HHR
HC=0 CHOH CH=HR CHoOH
F——CH  +RuH; H—-OH HaO H—=0H i ation i
, HO——H
Hf SH HO——H i EO” TN hHR
prototropie H oH e -
F——CH H——OH H—-0H H o
CH4oH CH40H CHzOH (Fi
igur
Crglucozc Baze de =chiff Zlucosdamine 13)
e .
Premiére étape de la glycation d’une protéine par le D-glucose.
(TRIVIN et al 1999)
i
CH=NR CH=N"R L+ CH-NHR CH,MHR
H——0CH + H* H——0OH l_C'H Ecyuil ke =
HO——H HO——H HO——H HO——H
H——OH H——0OH i
-1 T H——0H céto-énolique H—0H
H——0H H——0CH H——0H H——0OH
Base de 3 chiff

Figurel4 : Rearrangement d'Amadori (TRIVIN et al 1999)

Si la protéine modifiée a une demi-vie inférieure a 6 ou 8 semaines, ces adduits d'’Amadori
seront dégradeés et disparaissent de I'organisme, en revanche, si leur demi-vie est supérieure a
8 ou 10 semaines, ils subiront de nouvelles modifications irréversibles en formant par
condensation entre plusieurs produits d'’Amadori les produits de Maillard, figure ou
advanced glycation end products (AGE's) ou produit de glycation avancée (PGA) ou produit
terminaux de glycation (PTG) (TRIVIN et CHEVENNE, 1999).

Les AGE plasmatiques peuvent se lier a des récepteurs (RAGE) présents sur les cellules
endothéliales, glomérulaires et les macrophages. L’activation de ces récepteurs
déclenche une production des ROS (HALENG et al, 2007).



L'hémoglobine glyquée (HbAlc) est le produit d'’Amadori le plus connu car son taux est
utilisé comme indice de contrdle métabolique du glucose chez le diabétique (DUPAS et al,
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Figure 15: Réaction de Maillard conduisant & la formation des produits de

2012).Au cours du diabéte, cette formation est largement accélérée en raison

glycation avancés (HERNEBRING et al, 2006)
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Afin d’estimer la peroxydation lipidique chez le diabétique de typel et d’étudier sa relation
avec les troubles du métabolisme lipidique et glycémique. Nous nous somme intéressés a
évaluer I’'un des marqueurs du stress oxydant: le MDA. Aussi, d’explorer les troubles
métaboliques par les différents statuts anthropométriques, hémodynamiques et biochimiques
chez le diabétique de typel

Pour ce faire, nous avons sollicité quatre lieux de stages : L’établissement public hospitalier
de BLIDA « TRICHINE IBRAHIME (FABORE) » pour le recrutement des diabétiques, Le
laboratoire de I’établissement de santé publique de BOUGARA pour le recrutement de la
population témoins et les dosages biochimiques, Le laboratoire de PFE pour le dosage du
MDA, et L’institut pasteur d’Algérie pour le dosage du peptide C et I’insuline durant une
période de 4 mois (du mois de Février 2014 —au mois de Juin 2014) .

11.1-Matériel

11.1.1- Matériel biologique
Le matériel biologique est constitué par le sang prélevé des patients aprés 12heurs de jeline.
Ce sang est recueilli dans des tubes Héparinés, tubes EDTA et tubes sec puis centrifugé a
4000 tours/min pendant 15 minutes. Le sang total prélevé sur EDTA est utilisé pour le dosage
d’hémoglobine glyquée ainsi le plasma est récupéré pour le dosage des parametres

biochimiques.

11.1.2-Matériel non biologique
e Matériel utilisés (annexe I)
e Réactifs (annexe I11)
11.2- Méthode de I'étude

o,

% Critére d’inclusion

Dans cette étude prospective, nous avons inclus une population constituée:
> Un groupe de sujets témoins.
> et un groupe de diabétiques (DT1).
Les criteres d‘inclusion pour la population témoins et diabétique sont :
> Etre volontaire



> Homme ou femme

» Age de 15a55 ans

o,

% Recrutement

Les sujets diabétiques, ont été recrutés en consultations au niveau établissement publique
hospitaliere TRICHINE IBRAHIME (FABORE).La population témoins été recruté au niveau
de polyclinique de BOUGARA. Ainsi, nous avons inclus 45 sujets non diabétiques,
d’apparence saine (aucune pathologie connue) et 44 sujets diabétiques (DT1). Le nombre de

sujets recrutés est répertorié dans le tableau suivant :

Tableau 111 : Le nombre de patients diabétiques et de témoins recrutés.
Total Femmes Hommes
DT1 44 31 13
Témoins 45 22 23

+ Questionnaire (annexe I1)

Une fiche de renseignement a été utilisée pour répertorier les renseignements consternant:

= Age et lesexe;

= Les parameétres cliniques et anthropométriques (antécédents familiaux, le tour de taille,
tour de hanches, le poids corporel, taille) ;

= Parametres hémodynamiques (pression artérielle systolique et diastolique) ;

= Les paramétres biologiques (glycémie, hémoglobine glyquée Alc (HbALc),
cholestérolémie totale (CT), cholestéroléemie HDL, triglycéridémie (TG),
cholestérolémie LDL, malondialdéhyde MDA, peptide C et insuline).

o,

% Prélevements

Tous les sujets ont été prélevés dans les mémes conditions, au niveau du laboratoire de
I’établissement de santé publique de BOUGARA. Les prélévements sanguins ont été réalisés
apres 12 heures de je(ne entre 8 et 9 heures du matin.

Apres avoir placé le garrot et désinfecté la surface cutanée a I’alcool, le sang est prélevé par

une ponction veineuse franche au pli du coude avec une aiguille.



Il est ensuite recueilli dans des tubes étiquetés, et sont acheminés dans le laboratoire ou ils
sont analysés soit ; directement comme le dosage de hémoglobine glyquée Alc(HbAlc), ou
apres une centrifugation a 4000 tour/minute pendant 15 minutes, afin de récupérer :

> le plasma sur tube d’héparinate de lithium pour le dosage de quelques paraméetres
biochimiques a savoir : glycémie, cholestérol total, triglycéride, HDL-C, I’urée,
créatinine, ASAT(GOT), ALAT (GPT),

> le plasma sur tube Ethyléne Diamine Tétra Acétique (EDTA) pour le dosage de
Malondialdéhyde (MDA)

> et le sérum sur tube sec pour le dosage de peptide C et insuline.

11.2.1- Mesures des parametres hémodynamiques
La mesure de la pression artérielle a éte effectuée a I’aide d’un tensiometre électronique,
placé sur le bras gauche du patient en position assise aprés un repos d’au moins 10 minutes.
Les valeurs de la pression artérielle sont exprimées en millimétre de mercure (mm Hg).
11.2.2- Parametre anthropométriques
Le poids a été mesuré avec une balance électronique et la taille a été mesurée a I’aide d’une
toise fixé.
L indice de masse corporelle (IMC) a été calculé selon la formule de Quételet : IMC = poids
(kg)/taille (m?).
11.2.3- Paramétres étudiés
11.2.3.1- Parametre biochimique

11.2.3.1.1- Dosage du glucose
Principe : La glycémie est dosée par la méthode enzymatique colorimétrique selon
TRINDER, (1969). Le principe de la réaction est basé sur I’action de glucose oxydase(GOD)
sur le glucose, le transformant en acide gluconique en donnant du peroxyde d’Hydrogéene
(H20,). Le peroxyde d’hydrogéne (H, O,) ainsi formé, en présence du phénol et de I’amino-
4-antipyrine et sous I’action de la peroxydase (POD) se transforme en quinonéimine, de
coloration rougeatre. Cette coloration est d’autant plus intense que la quantité de glucose

présente dans I’échantillon est élevée.



Le schéma réactionnel du dosage du glucose se résume comme suit :

GOD
Glucose + O+ H, Q >
0, POD
—_—
2H, O, +phénol+ 4-aminophénazone

acide gluconique + H;

guinonéimine + 4H, O

Composition des réactifs : (annexe I11)

Mode opératoire :

Blanc Standard Echantillon
Réactif de travail 1ml 1ml 1mi
standard - 10ul -
Echantillon - - 10ul

On agite bien les tubes et on les incubes pendant 10 min, dans un bain marie a 37°C, la
coloration finale est stable 30 minutes, on ajuste le zéro de la spectrophotométrie sur le blanc,
lire directement la concentration & 505 nm.

On parle donc de méthode « glucose oxydase-POD-chromogene ». L’intensité de coloration
du chromogéne est proportionnelle a la concentration de glucose.

Le calcul de la concentration du glucose dans les échantillons est réalisé selon la formule

suivante :

DO Echantillon
Xn

[Glucose] g/I= (n : concentration de I’étalon, n = 1g/I)

DO Etalon



11.2.3.1.2- Dosage de I’hémoglobine glyquée

Principe : I’hémoglobine glyquée est dosée par chromatographie sur microcolonne
échangeuse de cation. L’hémoglobine Alc est le produit de la condensation irréversible du
glucose avec le résidu N-terminal de la chaine 3 de ’hémoglobine A.

La concentration de HbAlc dans le sang est directement proportionnelle a la concentration
moyenne de glucose pendant une période de temps de 6-8 semaines, ce qui équivaut a la vie

moyenne des érythrocytes.

Apres la préparation de I’hémolysat, dont la fraction labile est éliminée, les hémoglobines
sont retenues sur une résine cationique, puis I’hémoglobine Alc (Hblc) est éluée de maniére
spécifique aprés avoir éliminé par lavage I’hémoglobine Ala+ b (HbAla+b).

L’estimation du pourcentage de I’lHbA1c est obtenue par la lecture de I’absorbance a 415nm.

Mode opératoire

Préparation de I’hémolysat

= [|’hémolysat est préparé et élimine de la fraction labile dans les conditions de
température ambiante (21-26°c).

= 50 pl de sang sont ajoutés a 200ul de réactif (1) dans un tube a essai, puis agités et
laissés a température ambiante pendant 10-15 mn.

e Préparation des colonnes

= |a partie supérieure de la colonne est débouchée et la languette inférieure est ensuite

cassée. Ainsi I’éluat est éliminé.

e Séparation et lecture de HbAlc

=  50ul d’hémolysat sont appliqués avec précaution sur le disque supérieur et I’éluat est
éliminé.

= Quand I’hémolysat a entierement pénétré, 200ul du réactif (2) sont ajoutés et I’éluat
est éliminé. Apres I’élution, on ajoute 2000 pl du méme réactif.

= la colonne est placée sur un tube a essai et 4ml du réactif (3) sont ajoutés. La fraction
HbALc de I’éluat est ensuite récupérée.



» Le mélange obtenu est bien agité et I’absorbance de la fraction HbAlc est lu a 415 nm

par rapport a I’eau distillée (AHb1c).

Pour la lecture d’Hémoglobine totale, on prend 50 pl de I’hémolysat précédemment
préparé de chaque sujet et on le met dans des tubes en verres, puis on lui ajoute 12 ml de
réactif 3, on mélange puis on lit son absorbance a 415 nm contre I’eau distillé.

Le calcul de la concentration du HbAlc dans les échantillons est réalisé selon la formule
suivante :
A HbAlc

HbAlc % = x100
A Hb Totale x 3

N.B : I’absorbance est stable pendant au moins une heure

Composition des réactifs : (annexe I11)

11.2.3.1.3- Dosage du peptide c et de I'insuline

Les dosages de I'insuline et du peptide C sont réalisés par la technique de
chimiluminescence en phase solide (ELISA) utilisant des billes de polystyréne sur
IMMULITE 2000.

- Principe
a) Dosage du peptide C
Le dosage du peptide C se fait par technique ELISA compétition réalisée en 2 temps:
e 1°étape : le peptide C marqué & la phosphatase alcaline entre en compétition avec le
peptide C présent dans le sérum a tester vis-a-vis d’un nombre limité de sites

d’anticorps (anticorps polyclonal de lapin anti peptide C humain contenu dans I’unité
test).

e 2°™ gtape : le substrat chimiluminescent (ester d’adamantyl dioxetane phosphate ou
PPD) est hydrolysé par la phosphatase alcaline en un anion instable, ce qui permet une
émission de lumiére dont I’intensité est inversement proportionnelle a la concentration

du peptide C contenu dans le sérum.



b) Dosage de I’insuline
Le dosage de I’insuline se fait par technique ELISA sandwich réalisée en 2 temps :

e 1% étape : I’anticorps monoclonal murin anti-insuline humaine contenu dans I’unité

test se lie a I’antigéne contenu dans le sérum.

2™ étape : le complexe antigéne-anticorps est mis en évidence par un anticorps

polyclonal de poulet anti-insuline humaine marqué a la phosphatase alcaline.

e Le PPD est hydrolysé par I’enzyme (la phosphatase alcaline) en un anion
intermédiaire instable, ce qui permet une émission de lumiére dont I’intensité est

directement proportionnelle a la concentration de I’insuline contenue dans le sérum.
- Mode opératoire

Le systtme IMMULITE réalise automatiquement le préléevement successif d’une
solution a base de matrice sérique non humaine pour la saturation des sites non spécifiques et
les sérums (100 ul pour le dosage de I’insuline et 50 pl pour le peptide C). Le mélange est
injecté dans les unités test contenant des billes de polystyréne revétues d’un anticorps
monoclonal murin anti-insuline humaine ou d’un anticorps polyclonal de lapin anti- peptide
C humain ; apres une incubation de 30 min a 37°C, sous agitation continue, suivie d’un lavage
avec une solution de lavage diluée au 1/10 par centrifugation axiale, les anticorps polyclonaux
respectifs de poulet anti-insuline humaine ou de I’intestin de veau anti-peptide C marqués a
la phosphatase alcaline sont ajoutés. Aprés incubation de 30 min a 37°C suivie d’un lavage
par centrifugation axiale, 200 pl du substrat chimiluminescent I’ester d’adamantyl dioxétane
phosphate (PPD) est ajouté dans I’unité test, suivie d’une incubation de 10 mn a température

ambiante.
- Lecture

Le substrat chimiluminescent, un ester d’adomentyl dioxétane phosphate (PPD) est
hydrolysé par la phosphatase alcaline en un anion intermédiaire instable. La concentration de
complexe Ag-Ac formée est proportionnelle a la concentration de I’insuline est inversement

proportionnelle & la concentration du peptide C, contenus dans le sérum.

Les résultats des deux paramétres sont exprimés en coups par seconde (CPS) et sont
convertis en punités internationales pour I’insuline (uUI/ml) et en (ng/ml) pour le peptide C
grace a une courbe étalon qui est intégrée dans le logiciel de I’appareil.



11.2.3.1.4- Dosage des triglycérides

Principe : Le dosage des triglycérides se fait par une méthode enzymatique colorimétrique.
La technique est décrite par YOUNG et PESTANTER, en 1975. Les triglycerides sont
hydrolysés par une lipoprotéine-lipase (LPL) en glycérol et en acides gras. Le glycérol est
ensuite phosphorylé en glycérol-3-phosphate par I’ATP lors d’une réaction catalysée par la
glycérol kinase (GK). L’oxydation du glycérol-3-phosphate est catalysée par la glycérol-
phosphate-oxydase (GPO) pour former du dihydroxyacétone-phosphate et du peroxyde

d’hydrogeéne (H; Oy).

En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogene formé entraine le couplage
oxydatif du 4-chlorophénol et de 4-aminophénazone pour former un colorant la quinonéimine,
selon la réaction de TRINDER, 1969, qui est mesuré a 512 nm. Le schéma réactionnel du

dosage des triglycérides se résume comme suit :

LPL
Triglyceride » Glycérol + acides gras
GK
Glycerol +ATP »  Glycerol-3-p + ADP
GPO . )
Gycérol-3-p + O, > D_|hy‘droxyacetone-phosphate

POD

2H, O, + 4chlorophénol + 4-aminophenazone —m0o—— Quinonéimine + 4H,0

Composition des réactifs : (annexe I11)

Mode opératoire :

Blanc Standard Echantillon
Réactif de travail 1ml 1ml 1mi
standard - 10ul -
Echontillon - - 10ul




La densité optique (DO) des essais et des standards est lue contre un blanc a 505 nm. La
lecture de I’étalon et I’échantillon, est faite par un spectrophotometre. La coloration est stable
30 min. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration en triglycérides dans
le sérum. Le calcul de la concentration des triglycérides dans les échantillons est réalisé selon
la formule suivante :

DO Echantillon ] ]
[Triglycéride] g/l = —— XN (n: concentration de I’étalon, n =2 g/l)
DO Etalon

11.2.3.1.5- Dosage du cholestérol

Principe : Le dosage du cholestérol total se fait par une méthode enzymatique colorimétrique.
La cholestérol-estérase (CE) hydrolyse les esters du cholestérol pour former du cholestérol
libre et des acides gras. La cholestérol oxydase(CHOD) catalyse ensuite I’oxydation du
cholestérol en cholestene-4 one-3 et en peroxyde d’hydrogeéne.

En présence de peroxydase (POD), le peroxyde d’hydrogene formé entraine le couplage
oxydatif du phénol et de 4-amino-antipyrine (4-AAP) pour former un colorant quinonéimine
rouge. L’intensité de la couleur de ce dernier est directement proportionnelle a la

concentration de cholestérol. Les réactions sont les suivantes:

CE
Esters du cholestérol »  Cholestérol + RCOOH
CHOD
Cholestérol + O, —»  Cholesténe-4-one-3 + H,0;
POD .
2H,0, + 4-AAP + pénol »  Quinonéimine + 4H,0

Composition des réactifs : (annexe I11).

Mode opératoire :

Blanc Standard Echantillon
Réactif de travail 1ml 1ml 1mi
standard - 10ul -
Echontillon - - 10ul




On agite bien les tubes et on les incubes pendant 5 min, dans un bain marie a 37°C, la
coloration finale est stable 30 minutes, on ajuste le zéro de la spectrophotométrie sur le blanc,
lire directement la concentration a 505 nm.

L intensité de la coloration développée est directement proportionnelle a la concentration en
cholestérol. Le calcul de la concentration du cholestérol dans les échantillons est réalisé selon

la formule suivante :

DO Echantillon
[Cholestérol] g/l = Xn (n : concentration de I’étalon, n= 2g/1)

DO Etalon
11.2.3.1.6- Dosage du HDL cholestérol (HDLc)

-Principe : Le dosage du HDLc se fait par une méthode enzymatique colorimétrique. Les

LDL, les VLDL et les chylomicrons contenus dans I’échantillon sont précipités par addition
d’acide phosphotungstique en présence d’ion magnésium. Le surnageant apres centrifugation
contient les HDL cholestérol. La concentration en cholestérol HDL est déterminée par voie
enzymatique a I’aide de cholestérol-estérase et de cholestérol-oxydase modifiées par du PEG
(polyéthylene glycol). Sous I’action de la cholestérol-estérase, les esters du cholestérol sont
scindés en cholestérol libre et en acides gras. Dans une réaction ultérieure catalysée par le
cholestérol-oxydase modifiée par le PEG, le cholestérol est transformé en présence d’oxygéne
en A4-cholesténone avec formation de I’eau oxygénée, en présence de peroxydase, I’eau
oxygénée formée réagit avec I’amino-4-phénazone et ’'HSDA avec formation d’un dérivé
coloré. L’intensité de la coloration est directement proportionnelle a la concentration en
cholestérol HDL. Le schéma réactionnel du dosage du HDL cholestérol se résume comme

suit :

Cholestérol estérase
Cholestérol-HDL estérifiée + H, O > Cholestérol-HDL + AG

Cholestérol Oxvdase
Cholestérol-HDL + O, > Cholesténone + H, O,

Péroxydase - ) .
2 H, O, + 4-aminoantipyrine + HSDA + H, 0 ————  dérive coloré bleu-violet + 5 H, O

HSDA= Sodium N-(hydroxy-2 Sulfo-3propyl) diméthyl- 3, 5 aniline



Composition des réactifs : (annexe I11)

Mode opératoire

500 pl de sérum sont ajouté a 50 pl du réactif précipitant. L’ensemble est bien mélangé
pendant 10 minutes & 20 -25°C ou 5 minutes a 37°C, ensuite centrifugé a 4000 tours/ minute
pendant 10 minutes.

La concentration en cholestérol-HDL est mesuré dans le surnageant résultant de la
centrifugation du précipité par la méme technique enzymatique que le cholestérol total. La
longueur d’onde 505 nm est utilisé pour la lecture des différentes concentrations des

échantillons.
Blanc pl Etalon Echantillon
Echantillon - - 10 pl
Etalon - 10 pl -
Réactif de travail 1000pl 1000 pl 1000pl

E-Calcule de LDL-C
La concentration en cholestérol LDL dans I’échantillon est calculée par la formule de
« FRIEDWALD », a condition que la concentration en TG soit inférieure a 4 g/l .

LDL-C (g/l) = cholestérol total-(HDL-C +TG/5)

NB : Le LDL-C doit étre mesuré par un dosage directe si les triglycérides sont>4 g/1.
11.2.3.1.7- Dosage de L’urée
Principe : Le dosage de I'urée plasmatique se fait selon une méthode enzymatique
colorimétrique. L’urée est hydrolysée par I'uréase en produisant de I’ammoniaque et du
dioxyde de carbone. Au cours d’une réaction de Berthelot modifiée les ions d’ammonium se
transforment a I’aide de salicylate et d’hypochlorite en formant un colorant vert dont
I’absorbance a 546 ou 578 nm est directement proportionnelle a la concentration de I’urée.

Le schéma réactionnel du dosage de I’Urée se résume comme suit :

Uréase
Urée + H,O >

Nitroprussid
NH," + Salycilate + NaCIO >

(NH4") + CO,

Indophenol



Composition des réactifs : (annexe I11)
Mode opératoire : Il comprend deux étapes :

1% étape : nous avons préparé 3 tubes (blanc, étalon et échantillon). Qui contiennent :

Blanc pl Etalon pl Echantillon pl
Echantillon - - 10
Etalon - 10 -
Réactif de travail 1000 1000 1000

Le contenu des tubes est mélangé et incubé pendant 5 minutes a 37°C (ou 10 minutes a
température 15-25 °C) le 2°™ réactif est ajouté et incubé pendant 5 minutes & 37 °C.

——— | Blancyl Etalon pl Echantillon pl

Echantillon 1000 1000 1000

La lecture des différentes concentrations est réalisée a la Longueur d’onde de 580nm
Le calcul de la concentration de I'urée dans les échantillons est réalisé selon la formule
suivante :

DO échantillon . .
[Urée] g/l = X N (n = concentration de I’étalon =50 mg/dl)

DO étalon

- 11.2.3.1.8- Dosage de la créatinine

Principe : Le dosage de créatinine plasmatique est effectué selon une méthode cinétique
colorimétrique. La créatinine forme un complexe coloré dans une solution alcaline en
présence de I’acide picrique, la vitesse de la formation de ce complexe est proportionnelle & la

concentration de la créatinine présente dans le sérum.

Composition des réactifs : (annexe I11)




Mode opératoire

Tubes Blanc pl Etalon pl Echantillon pl (sérum)
Etalon - 100 -
Echantillon (plasma) - - 100
Solution de travail R1 | 500 500 500
Solution de travail R2 | 500 500 500

La lecture des différentes concentrations est réalisée avec une Longueur d’onde de 490 a510
nm
Le calcul de la concentration de la créatinine dans I’échantillon est réalisé selon la formule

suivante :

(DO2-DO01) échantillon
xn

[Créatinine] mg/I=
(DO2- DO1) a étalon

n= Concentration de I’étalon (n : 2 g/l)

DO 1 = Densité optique 10 seconde apres I’addition de I’échantillon.

DO 2 = Densité optique 02 minutes apres DO 1.

11.2.3.1.9- Dosage des enzymes hépatiques : Transaminases (ASAT, ALAT)

Les transaminases sont des enzymes de nature glycoprotéique ayant une activité métabolique
importante a l'intérieur des cellules. Leur dosage a essentiellement pour but d’explorer la
fonction hépatique, c’est a dire le foie. Leur augmentation pouvant signifier la présence de
Iésions cellulaires a son niveau, ce que I’on appelle une cytolyse hépatique.

» ASAT (Aspartate-Amino-Transférase) ou GOT (Glutamate-Oxaloacétate-
Transaminase)
Nous avons utilisé pour le dosage des ASAT une méthode cinétique pour la détermination de
I’activité de la GOT. Le principe de la réaction est basé sur I’action de Glutamate-
Oxaloacétate-Transaminase (GOT) sur le mélange « L-aspartate et le 2- oxoglutarate » et les
transformant en L-glutamate + oxaloacétate. L’oxaloacétate ainsi formé, en présence du

pouvoir reducteur le NADH+H, et sous I’action de malate déshydrogénase se transforme en



L-malate. Le schéma réactionnel du la détermination colorimétrique de I’activité TGO se
résume come suit :

GOT
2- oxoglutarate + L-aspartate > L-glutamate +

al

oxaloacétate
MDH

v

Oxaloacétate + NADH+H «— L-malate + NAD+

Composition des réactifs (annexelll)

Mode opératoire

Echantillon

Réactif de travail 1ml Incuber 5 min a 37°C avant I’utilisation

standard -

Echantillon 100ul

On agite bien les tubes et on les incubes pendant 1 min, dans un bain marie a 37°C, la
coloration finale est stable 1 heure, on ajuste le zéro de la spectrophotométrie sur I’ eau
distillé , lire directement la concentration a 505 nm. résultat apres trois (3) min
» ALAT (Alanine-Amino-Transférase) ou GPT (Glutamate-Pyruvate-
Transaminase
Nous avons utilisé pour le dosage des ALAT une méthode cinétique pour la détermination de
I’activité de la GPT. Le principe de la réaction est basé sur I’action de Glutamate-
Oxaloacétate-Transaminase (GPT) sur le mélange « L-alanine et le 2- oxoglutarate » et les
transformant en L-glutamate + Pyruvate. Le Pyruvate ainsi formé, en présence du pouvoir
réducteur le NADH+H, et sous I’action de malate déshydrogénase se transforme en L-malate.
Le schéma réactionnel du la détermination colorimétrique de I’activité GPT se résume come
suit :
GPT

v

2- Oxoglutarate + L-alanine

<

L-glutamate +

Pyruvate
y LDH

}
v

Pyruvate + NADH+H < L-lactate + NAD+




Composition des réactifs (annexelll)

Mode opératoire

Echantillon
Réactif de travail 1mil Incuber 5 min a 37°C avant I’utilisation
standard -
Echantillon 100ul

On agite bien les tubes et on les incubes pendant 1 min, dans un bain marie a 37°C, la
coloration finale est stable 1 heure, on ajuste le zéro de la spectrophotométrie sur I’eau
distillé, lire directement la concentration a 505 nm. résultat apres trois (3) min.

11.2.3.2- Dosage du MDA

La quantité des TBARS est exprimée en terme d’un équivalent biochimique qui est le «
Malonyl di aldéhyde « MDA, un des produits terminaux formés lors de la péroxydation des
acides gras polyinsaturés (PUFA) méditée par les radicaux libres. La mesure du MDA & I’aide
du TBA selon la méthode de (Okhawa et al., 1979) permet la quantification de la
péroxydation lipidique qui constitue le marqueur majeur du stress oxydant.

Principe: Le dosage du MDA repose sur la formation, en milieu acide et a chaud (100°C),
entre une molécule du MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique d’un pigment coloré

« rose » absorbant a 530 nm et extractible par les solvants organiques comme le butanol.

SYN\‘ OH HO fN\"/SH
N N
NS SCH—CH=CH” X
OH OH

Figure 17 : Formation d’adduit-TBA(1 :2)

-Procédure
100ul de plasma sont mélangé a une solution constitué de 200 ul acide thiobarbiturique a 20%
et 600 pl acide-ortho-phosphorique a 1%. Le mélange est incubé pendant 1h dans un bain



marie a 95°C suivit d’un refroidissement dans de la glace pour arréter la réaction. Ensuite 900
ul de butanol sont ajoutés pour I’extraction du complexe MDA-TBA. L’ensemble est
centrifugé a 5000xg pendant 10min. L’ absorbance est déterminé sur le surnageant a 532nm.
La concentration de TBARS est calculée en utilisant le coefficient d’extinction molaire (1,56
x 10° M cm™). Elle est exprimée en pmol/l.
11.4- Analyse statistique

A la fin de notre stage pratique, nous avons enregistré et groupé les données des
résultats sur une base de données Excel puis nous les avons traités par le logiciel STATISTICA
version 8.0. L‘analyse statistique des moyennes des différents groupes pour tous les
paramétres ont été comparés aux témoins en utilisant le test t appariés de Student. Nos
résultats sont exprimés par la moyenne X, affectée de I’erreur standard a la moyenne (SEM),

dont les formules sont les suivantes :

La moyenne arithmétique (X) des valeurs individuelles :

Y 4 Xi=somme des valeurs
H=—- individuelles
n N—nnmhra Ao vialainire
Erreur standard de la moyenne (ESM) : ESM = E_
AN
. |EXi-X)?
oiecartivpe ) = |————
§ Yype) J a1

Le degré de signification «p» lu sur la table de Student permet de fixer le degré de
signification.

La différence entre deux moyennes Xa et Xb est significative si :

0,01<P<0,001................... *** hautement significatif
0,05<P<0,01.....................** tres significatif
P<0,05....................* significatif

P>0,05......................non significatif



Résultats

ET

Discussion



111.1- Description de la population

Rappelons que notre étude est portée sur 89 sujets dont 44 patients diabétiques atteints le
diabéte de type et 45 sujets témoins indemnes de toute pathologie.

Rappelons que dans ce travail, nous nous sommes intéressés a rechercher I’intérét de
I’estimation de la peroxydation lipidique par le dosage du Malondialdéhyde chez le
diabétique de type 1. De plus, nous avons exploré les troubles métaboliques glucidiques,
lipidiques, hépatiques et rénales qui sont et qui peuvent étre associés au diabéte typel lors

d’un stress.

Pour ce faire, nous allons explorer nos résultats par :
» Une étude descriptive des caractéristiques cliniques et épidémiologiques de la

population.

> Les paramétres biochimiques des différents statuts : Glycémique, lipidique, rénale.
> La corrélation du MDA au statut glycémique et lipidique
L’évaluation clinique et épidémiologique des sujets de I’étude est regroupée dans le tableau
suivant :
Tableau IV: Caractéristiques cliniques et épidémiologique de la population de I’étude

DT1 Témoins
Total n(%) 44(49%) 45(51%)
Hommes n(%) 13(30%) 23(51%)
Femmes n(%) 31(70%) 22(49%)
Sexe- ratio 0,41 1,04
age (ans) 36,54+1,97 30,6+4,56
Durée du diabéte (ans) 8,72+1,23 /
HbAlc(%) 11,05+1,96 /
IMC (kg/m2) 27,16+1,24 24,93+0,67
PAS (mmHg) 128,13+2,59 111,53+4,45
PAD (mmHg) 73,40+3,01 72,86+1,84
FC (bat/min) 85,61+1,98 74,86+11,41




La représentation graphique des parameétres de ce tableau IV est en annexe IV

Le tableau 1V, nous a permis de constaté une prédominance féminine avec 31 femmes
(70%) vs 13 hommes (30%) pour le groupe des DT1. Alors que pour les témoins, on constate
une légere prédominance masculine de 51% hommes vs 49% femmes avec un sexe-ratio de
1,04.
Nous constatons que la moyenne d’age des diabétiques de typel est de (36,54+1,97) ans vs
(30,6%4,56) ans pour les témoins. La durée du diabéte étant de (8,72+1,23) ans chez nos
diabétiques de typel avec un taux moyen d’hémoglobine glyquée « HbAlc » de
(11,05+1,96)%. Le statut anthropométrique a fait I’objet d’un seul parametre qui est I’indice
de masse corporelle (IMC). Ainsi, nous constatons un léger surpoids chez nos diabétiques
avec un taux moyen d’IMC (27,16+1,24) kg/m? vs (24,93+0,67) kg/m?2 pour les témoins.

Alors que le statut hémodynamique est représenté par la PAS et la PAD. Une valeur de
PAD> 85 mm Hg et de PAS> 135 mm Hg est un facteur de risque cardiovasculaire pour le
diabétique. Dans notre étude, I‘exploration de ce statut montre que la PAS est équilibrée
(<130,5) chez les diabétiques de typel avec un taux de PAS moyen de (128,13+2,59) mmHg
vs (111,53+4,45) mmHg chez les témoins.

Les résultats de la PAD semblent étre aussi équilibrés (<85) pour les diabétiques de
type 1 avec un taux moyen de (73,40+3,01) mmHg vs (72,86+1,84) mmHg pour les témoins.

Aussi, on constate que la fréquence cardiaque (FC) estimé en battement par minute
semble etre dans les normes mais légérement élevé chez les diabétiques de typel (85,61+1,98)
bat/min vs (74,86+11,41) bat/min pour les témoins.
Dans notre étude, nous avons constaté que la moyenne d’age des diabétiques de type 1 est
36,54+1,97 ans et la durée de diabéte est de 8,72+1,23ans, nous concluons que le diabéte de
type survient chez I’individu jeune.
FALFOUL et colaborateurs en 2010 ont montré par une étude rétrospective ayant concerné
50 patients diabétiques de type 1 sont répartis en 23 hommes et 27 femmes que I’age moyen
était de 31,82 + 11,06 ans. Ce qui confirme effectivement la jeunesse de la population
diabétique.

D’aprés CHEVENNE et TRIVEN (1998), le DT1 est plus fréquent chez I’enfant et
I’adolescent, mais il peut apparaitre a tout &ge, méme apres 80 ans.

Le DT1 est décrit, dans la majorité des populations étudiées dans le monde, comme
étant le plus fréquent chez les hommes que les femmes (ALDDAFARI MOUDJAHED,
2011).



En effet, DUBOIS -LAFORGUE (2007), montre que chez I’adulte le risque semble
étre deux fois plus grand chez I’lhomme que chez la femme.

Selon les résultats de I’étude Eurodiab, réalisée entre 1989 et 2003 dans 17 pays
européens L’apparition du diabéte de type 1 semble se décaler vers un age de plus en plus
précoce, (PATTERSON et al., 2009)

Selon I’OMS, le nombre de patients diabétiques de type 1 est estimé entre 15 et 22
millions de patients dans le monde avec une différence non significative sur la prévalence du
diabéte de type 1 entre les 2 sexes.

Durant notre étude, nous avons constaté que les sujets diabétiques de type 1 sont
caractérisés par une valeur d’IMC de 27,16+1,24 kg/m? cela signifie leur état surpoids. Ce
résultat est supérieur a celui de I'étude de FALFOUL et al., (2010) avec un IMC de 22,55 +
3,62 kg/m®. Ce surpoids peut étre du au mode de vie de ces diabétiques, qui est caractérisé par
une alimentation riche en graisses animales, un appétit anormalement augmenté et une
diminution notable de I’activité physique. En revanche, ALDDAFARI MOUDJAHID
(2011) constate par son étude qu’il n ya pas de relation significative entre I'indice de masse
corporelle et le DT1.

L’association diabete a I’hypertension artérielle est fréquente. Elle augmente le risque
cardiovasculaire accélére la survenue des complications dégénératives du diabete dans le
DT1, I’hypertension est plutot la conséquence d’une atteinte rénale (BROWNLEE, 2005).

I1. Evaluation des paramétres métaboliques

Nous avons estimé la peroxydation lipidique par le dosage du Malondialdéhyde. Ce
dernier, a été corrélée aux autres parametres métaboliques des statuts glycémique, lipidique,
hépatique et de la fonction rénale chez notre population diabétique et chez les témoins

11.1.Estimation de la peroxydation lipidique par le dosage du MDA

La peroxydation lipidique est estimée chez les diabétiques de type, ainsi que chez les
témoins par le dosage de malondialdéhyde plasmatique.



Tableau V : Evaluation de la concentration du MDA

Diabete typel Témoins P value significativité
N=44 N=45
MDA (pmol/ml) 2,8+0,27 0,63+0,02 0,00001 Tres significative
3,5 *xk
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Figure 17 : Evaluation évaluation de la peroxydation lipidique chez les diabétiques detypel
et les témoins. La différence est significativement marquée a (*p<0.05); tres significative a
(**p<0,01) ; hautement significative a (***p<0,001) et la différence n’est pas significative a

(p>0.05) vs témoin.

La figure 17 et le tableau V' représentent le taux moyen de MDA plasmatique chez les DT1
et les témoins. Ainsi, nous constatons que la concentration moyenne de MDA chez les DT1
est élevée par rapport aux témoins avec des valeurs respectives de 2,8+0,27 (umol/l) vs
0,63+0,02 (umol/l). Nous remarquons qu’il existe une différence hautement significative
(p<0.0001) vs les témoins.

A ce jour, le marqueur le plus utilisé pour déterminer un stress oxydant reste le
Malonaldéhyde

(LEFEVRE et al ; 1998). C’est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition
des acides gras polyinsaturés médiée par les radicaux libres et donc permet une premiére
approche d’une lipoperoxidation lipidique. Les radicaux libres favorisent la propagation de la
peroxydation par processus d’auto-oxydation. Une concentration inferieur a 0,48 puM
confirme que le MDA est absent (BIRD et DARAPER; 1984).

Concernant le Malondialdéhyde, nos résultats concordent avec les travaux de SATO et

collaborateur en 1979, qui par une méthode de dosage par fluorescence, ont rapporté des



taux élevé de malonaldéhyde par rapport aux témoins avec une différence hautement
significative de (P<0,001). Ce méme auteur a rapporté que ces valeurs sont augmentées dans
des cas d’angiopathie. Aussi, les travaux de GALLOU et collaborateurs en 1993, ont
montré chez une population constitué de 117 diabétiques (type 1 et type2) que le taux de
peroxydation lipidique estimé par les TBARS était hautement significative chez les DT1 (P <
0.0001) par rapport aux groupe de témoins. Cette différence n’été pas significative entre DT1
et DT2. Cette étude a permis de déduire qu’il existe un désordre chez le patient diabétiques
par I’existence de la peroxydation lipidique (GALLO et al 1993). Ces résultats ont été aussi
obtenus par I’étude de NOBERSCO et collaborateurs en 1991, ou effectivement le taux de
MDA était élevé chez les diabétiques par rapport aux témoins avec une significativité de
(<0,01).

Selon, NOBERSCO et collaborateurs en 1991, I’équilibre glycémique semble influencer le
MDA dans le plasma en augmentent la production des radicaux libres. Ce phénomene s’est
produit probablement en raison de la glycosylation accrue et I’agrégation des plaquettes ou en
raison de la détérioration des systemes protectifs cellulaires antioxydants.

En effet, un état de stress a été toujours d’écrit dans le cas du diabete. Il s’agit d’un
déséquilibre entre la production d’espéce réactive de I’oxygene(ERO), en particulier des
radicaux libres, et des défenses anti-oxydantes (BONNEFOND-ROUSSELOT et al., 2002).
Selon BETTERIDGE en 2000, ce stress oxydant pourrait étre impliqué dans les atteintes
tissulaires. L’hyperglycémie conduit a un état de stress. Ce dernier est liée dans la production
des produits de glycation avancée (AGE) et a I’oxydation de macromolécules, notamment
celles de la matrice extracellulaire (BONNEFOND-ROUSSELOT et al., 2004). Ce qui
explique le taux élevé du MDA chez les diabétiques associées a des rétinopathies,
néphropathie, et rétinopathie.

L’analyse de régression du MDA (annexe V) a montré une corrélation faiblement positive
avec la glycémie a jeun (r= +0,135, 0<0,05) alors que chez témoins est fortement négative (r=
-0,005, 0<0,05 , pour les LDL.c, elle est faiblement positive chez les deux groupes diabétiques
(r=+0,122, @<0,05) et témoins (r= +0,25, 0<0,05) , peptide C (r=+0,218, 0<0,05),
insuline(r=+0,048, 0<0,05), et les triglycérides (r=+0,096, a<0,05)chez les diabétiques et r=+
0,19, <0,05) chez les temoins. Nous avons aussi constaté une corrélation négative avec
I’lhémoglobine glyquee (r=-0,312, 0<0,05). Pour le HDLc, nous avons relevé une corrélation
négative chez les diabétiques (r=-0,196, 0<0,05) alors que chez les temoins elle est positive
(r=+ 0,27, 0<0,05). En revanche, le CT est corrélé négativement chez les diabétiques (r= -
0,368, a<0,05) et positivement chez les temoins(r= 0,352, 0<0,05).



11.3.1.Statut glycémique

Les troubles du métabolisme glucidique chez les diabétiques sont évaluées par le dosage des
taux de la glycémie, HbAlc, insuline et le peptide C. Ces données sont répertoriées dans
tableau VI et représentés par la figure 18.

Tableau VI : Evaluation du statut glycémique chez les DT1 et les témoins

DT1 Témoins P avlue | Significativité
glycémie (g/l) 3,1240,20 0,81+0,01 0,0001 xxx
HBA1C % 11,05+1,96 6,5+00
c-pep (ng/ml) 1,11+0,20 1,57+£00
Insuline (UIU/ml) 12,34+2,22 7,78+00
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Figure 18: Evaluation évaluation statut glycémique chez les diabétiques detypel et les
témoins. La différence est significativement marquée a (*p<0.05); tres significative a
(**p<0,01) ; hautement significative a (***p<0,001) et la différence n’est pas significative a

(p>0.05) vs témoin




La figure 18 et le tableau VI représentent le taux moyen de la glycémie dosée chez les DT1
et les témoins. Ainsi, nous constatons que la glycémie chez les DT1 est élevée par rapport aux
témoins avec des valeurs respectives de 3,12+0,18 (g/l) et 0,81+0,01 (g/I). Nous remarquons
qu’il existe une différence hautement significative (p=0,0001) vs les témoins.

L’effet chronique de I’hyperglycémie est confirmé par la valeur moyenne de I’'HbAlc
(11,05£1,96) % qui dépassent les normes 6,5 % chez ces patients.

Le caractére insulinoprive du diabéte est confirmé par les valeurs moyennes du peptide C et
I’insuline. Ainsi, nous constatons que la concentration moyenne de peptide C chez les DT1 est
faible par rapport aux normes avec des valeurs de 1,11+0,20 (ng/ml) et 1,57+00 (ng/ml)

respectivement.

Ces résultats de I’exploration glycémique (taux de glycémie et HbAlc ) concorde avec une
étude faite par les tunisiens (KASSAB et al ; 2003) qui rapportent aussi ce déséquilibre que
chez les diabétiques par rapport aux témoins. Notre population s’avere donc mal équilibrée et
serait exposée a I’apparition précoce des complications dégénératives des diabétiques.
En cas de carence en Insuline, situation du DT1, le glucose ne peut plus étre utilise par les
tissus, muscles en particulier, ni stockeé dans le foie. Son taux sanguin augmente, conduisant a
une hyperglycémie considérable. (FRERE, 2011). Cette augmentation de la glycémie chez
les diabétiques de type 1 est probablement due a une hyperproduction hépatique du glucose
suite a une activation des voies de la néoglucogenése et de la glycogénolyse, ainsi qu’une
réduction de I’utilisation périphérique du glucose (GUIMLLAUSSEAU, 2003).
Concernant la glycémie, il y’a présence d’une hyperglycémie chez les patients diabétiques
de type 1 par une valeur moyenne de 1,88+0,18 (figure 7). Le test de student révele qu’il
existe une différence hautement significative entre les diabétiques de type let les témoins (p<
0,001) (tableau 1V).
D’aprées GALE(2002), I’hyperglycémie survient lorsque 80-95% des cellules béta d’un
individu sont détruites.

Nos résultats concordent avec GRIMALDI (2009), cette augmentation pourrait
s’expliquer par une carence de la sécrétion d’insuline dans le cas des diabétiques de type 1.

Il faut noter qu'une faible quantité de glucose continue a entrer dans les cellules par un

phénomeéne de diffusion passive, selon un gradient de concentration renforcé par
L'hyperglycémie (MALARDE ,2012).



La glycation est la liaison d’une molécule de glucose sur une protéine, sans

I’intermédiaire d’une enzyme. Cette liaison est suivie d’une succession de transformations
biochimiques complexes.
Aux stades évolués on parle de produits avancés de la glycation (Advanced Glycosylation End
[AGE] products). Il s’agit d’une vaste famille de molécules, la plus connue étant
I’lhémoglobine glyquée (HbAlc). Le phénoméne de la glycation se produit de maniére
physiologique lors du vieillissement, mais est trés accentué lors du diabéte (DUPAS et al.,
2012).

La glycosylation de I’hémoglobine est I’une des multiples glycosylations pathologiques que
subissent les protéines des diabétiques. L’hémoglobine glycosylée HbALC est corrélée a la
moyenne des glycémies des trois mois précédant le prélevement (BOUHOURS- NOUET et
al.,2005) ; Nos résultats montrent que I’HbAlc dépasse les normes (6,2 %) avec une valeur
moyenne de 11,05£1,96 (%).

Notre resultat est inferieur en comparaison avec I’étude rétrospective de FALFOUL et
al.,(2010) avec une valeur moyenne de 12,78 + 1,88( %). La mesure de I’ HbAlc est inutile
pour diagnostiquer le diabéte, mais indispensable pour controler I'efficacité du traitement
(BOUHOURS- NOUET et al.,2005).

11.3.2. Statut lipidique

Ce statut a fait I’'objet de dosage des parameétres lipido-athérogéniques. Parmi ces
paramétres, nous avons pu évaluer les triglycérides(TG), le cholestérol total (CT), le
cholestérol HDL et LDL (HDLc, LDLc). Les résultats du dosage de ces parametres sont
répertories dans le tableau V11 et représentés par la Figure 19.

Tableau VII: Evaluation du statut lipidique chez les DT1 et les témoins

DT1 Témoins | P Significativité
value
TG (g/l) 1,06+0,06 | 0,73+0,05 | 0,0001 Fkk
CT (g/l) 1,69+0,06 | 1,47+0,04 | 0,028 *
HDLc (g/l) 0,43+0,01 | 0,39+0,01 | 0,293 NS
LDLc(g/) 1,10+0,05 | 0,94+0,04 | 0,021 *
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Figure 19 : Evaluation évaluation du statut lipidique chez les diabétiques detypel et les
témoins. La différence est significativement marquée a (*p<0.05); tres significative a
(**p<0,01) ; hautement significative a (***p<0,001) et la différence n’est pas significative a
(p>0.05) vs témoin.

Selon la figure 19 et le tableau VII, la comparaison entre les moyennes de triglycérides des
DT1 et des témoins, nous observons que les moyennes des taux de triglycérides appartiennent
aux normes [0,5-1,5] (g/l) avec des valeurs moyennes de 1,06+0,06 et 0,73+0,05 (g/l). Nous
constatons aussi qu’il existe une différence hautement significative vs les témoins (p=
0,0001).

Aussi, nous observons un taux équilibré du cholestérol chez les DT1 avec une valeur
moyenne de 1,69+0,06 (g/l) et 1,47+0,04 (g/l) chez les témoins. La différence est non
significative (p= 0,028) vs les témoins.

Nous remarquons que le taux du HDL est équilibré chez les DT1 avec des valeurs moyennes
de 0,43+0,01 (g/l) et de 0,39+0,01 (g/l) chez les témoins. La différence est non significative
entre DT1 et les témoins (p=0,293).

Nos résultats montrent que le taux du LDL est équilibré chez les DT1 avec des valeurs
moyennes de 1,10+0,05 (g/l) et de 0,94+0,04 (g/l) chez témoins. La différence est non
significative entre DT1 et les témoins (p=0,021).



Selon DUVILLARD (2003), les patients diabétiques ou chez ceux présentant un syndrome
métabolique, le taux plasmatique des LDL reste normal, bien que leur catabolisme soit en
réalité ralenti. De ce fait, leur temps de résidence plasmatique est augmenté, ce qui les rend
d’autant plus athérogenes. Ceci pourrait étre dd a la baisse du nombre des récepteurs LDL qui
semble étre secondaire a la carence en insuline, celle-ci induisant I’expression des récepteurs
LDL (CHAIT, 1979). De plus, on a montré que le traitement par insuline des diabétiques de
type 2 permet de retrouver un nombre de récepteurs LDL normal (DUVILLARD, 2003)

11.3.2. Statut de la fonction rénal

Sachant que le rein et I’organe le plus atteint dans les complications de la HTA et joue un rdle
déterminant dans la physiopathologie de la HTA. Le principal paramétre seérique de la
fonction rénale que nous avons évaluée est la créatinine. Les résultats de ce paramétre sont

répertories dans le tableau V111 et représenté par la figure 20.

Tableau VII11: Evaluation du statut de la fonction rénal chez les DT1 et les témoins

DT1 Témoins | P Significativité
value
créatinine (mg/l) 8,26+0,28 | 7,78+1,79 | 0,079 NS
urée (g/l) 0,2520,01 | 0,19+0,06 | 0,0001 o
1 EDTL  WTémoins o EDTL  mTémoins
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Figure 20 : Evaluation évaluation de la fonction rénale chez les diabétiques de typel et les
témoins. La différence est significativement marquée a (*p<0.05); tres significative a
(**p<0,01) ; hautement significative a (***p<0,001) et la différence n’est pas significative a
(p>0.05) vs témoin.



La figure 20 et le tableau VIII illustrent que les sujets DT1 présentent un taux moyen d’urée
de 0,25+0,01 (g/1) alors que les sujets témoins ont une valeur moyenne de 0,19+0,06 (g/l).
Pour la créatinine, les sujets DT1 presentent une valeur moyenne de 8,26+0,6 (mg/l) alors que
les sujets témoins sont caractérisés par une valeur moyenne de 7,78+0,24 (mg/l).

Les résultats de I’'urémie presentent une différence significativement marquée (p=0,0001) vs
témoin. Cependant la créatinémie obtenue ne présente aucune différence significative vs les

témoins (p>0,05).

Les reins exécutent des fonctions cruciales qui touchent toutes les parties de
I’organisme. lls ont vraiment la fonction d’agir comme un filtre, lorsque les petits vaisseaux
des reins sont endommagés, a cause de I’hyperglycémie chronique, le filtre n’est plus capable
d’assurer ses fonctions, les déchets s’accumulent donc dans le sang cela conduit a la
diminution de la fonction rénale (DUTILLAC ,2002).

D’aprés les résultats obtenus au cours de notre travail, la majorité des diabétiques de
type 1 ne présentent pas des complications rénales. Nous avons constaté la présence d’une
uréemié chez les patients diabétiques de typel vs témoins avec une valeur <0,55 mg/l. La
différence observée entre la population des diabétiques de type 1 et la population témoin n’est

pas significative.

Selon LEVEY (1990), les diabétiques de type 1 ne présentent pas de risque d’atteinte rénale
quand les reins éliminent I’essentiel de I'urée, qui est donc évacuée dans les urines.
Cependant, plusieurs études ont montrés qu’un meilleur équilibre glycémique a diminué le

nombre de patients en insuffisance rénale terminale.

La concentration plasmatique de la créatinine est le marqueur biochimique de la fonction
glomérulaire le plus simple et le plus fiable (MARCHALL et BANGERT, 2005).
Concernant le taux de la créatinémie, I’observation d’un taux équilibré de la créatinine chez
les diabétiques de type 1 vs témoins, n’implique pas nécessairement une fonction rénale
normale bien qu’une augmentation créatinine plasmatique traduise généralement une
altération de la fonction rénale (MARCHALL et BANGERT, 2005).



11.3.3. Statut de la fonction hépatique

Les transaminases ALAT (alanine aminotransférase) ou GPT (glutamate pyruvate
transférase), Les transaminases ASAT (aspartate aminotransférase), ou GOT (glutamate
oxaloacétate transférase), constituent I’essentiel du bilan hépatique dans cette étude. Les
résultats du dosage des parametres représentant la fonction hépatique sont répertoriés dans le

tableau 1X et représentés par la Figure 21.

Tableau IX : Evaluation du statut de la fonction hépatique chez les DT1 et les témoins

P | Significativité
DT1 Témoins | value
ASAT(UI/) | 18,19+0,67 | 20,86+0,97 | 0,010 *
ALAT(UI/) | 28,04+1,0918,53+1,29 | 0,0001 Fkk
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Figure 21: Evaluation évaluation de la fonction hépatique chez les diabétiques detypel et les
témoins. La différence est significativement marquée a (*p<0.05); tres significative a
(**p<0,01) ; hautement significative a (***p<0,001) et la différence n’est pas significative a
(p>0.05) vs témoin.

L’évaluation du statut de la fonction hépatique montre que toutes les valeurs obtenues dans
nos résultats, rentrent dans la fourchette des normes internationales. Cependant, il existe une
différence significative de I’ASAT par apport aux témoins (p=0,010) alors que pour I’ALAT,
elle se trouve hautement significative (p=0,0001). Nos résultats montrent aussi que la fonction
hépatique n’est pas altérée chez notre population.



Le dosage de ALAT, ASAT, est nécessaire pour le diagnostic et la surveillance de toutes
les maladies impliquant directement ou indirectement le foie, d'origine infectieuse (hépatites
virales,..etc.), toxique (médicamentes, alcool,.etc.), traumatique, auto-immune,
cancéreuse,...etc. Il permet de comprendre le mécanisme de l'atteinte du foie en repérant les
différents syndromes dont les principaux sont l'insuffisance hépatique, la cytolyse, la
cholestase (avec ou sans ictére) et I'inflammation. C’est dans ce cadre que nous nous sommes
intéressés a ce statut.

Néanmoins, une augmentation de I’activité sérique des transaminases ne reflete pas
toujours une cytolyse hépatique. Le dosage de I’ALAT interroge essentiellement les
pathologies du foie et du muscle. En effet son évaluation se retrouve principalement dans
I’infarctus du myocarde, I’embolie pulmonaire et les myopathies. Dans la stéatose hépatique
non alcoolique le rapport ASAT/ALAT est inferieur a un. Le degré d’évaluation des
transaminases est proportionnel a I’IMC ou on trouve souvent une hyperglycémie, une
dyslipidémie et/ ou une hyperuricémie. (MELANGE, 2001). Aussi, il semble que la
bilirubine est capable de piéger ROO" et I’oxygene singulet. Et de ce fait, elle protége
I’albumine et les acides gras liés a I’albumine des attaques radicalaires. De plus, le fer et la
ferritine sont considérés comme des marqueurs dans I’évaluation du stress oxydant
(HALLENG et al., 2007).



Conclusion



CONCLUSION

Un état de stress a été toujours d’écrit dans le cas du diabéte. Il s’agit d’un déséquilibre
entre la production d’espéce réactive de I’oxygene(ERO). La peroxydation lipidique permet
d’estimer cet état de stress.

L’étude réalisée avait pour but d’estimer la peroxydation lipidique chez le diabétique
de typel par le dosage de malondialdéhyde plasmatique (MDA) et d’étudier sa relation avec
les troubles du métabolisme lipidique et glycémique. Aussi, d’explorer les troubles
métaboliques par les différents statuts anthropométriques, hémodynamiques et biochimiques.
A partir de nos résultats, nous avons conclus que :

e Le moyen d’age des diabétiques de type 1 est de 36,54+1,97 qui survient chez

I’individu jeune avec une prédominance féminine.

e L’indice de masse corporelle indique que les patients diabétiques de type 1 présentent

un surpoids.

e L’évaluation de la concentration de MDA montre une élévation remarquable chez les

DT1 par rapport aux témoins.

e L’étude de paramétres biochimiques montre une hyperglycémie élevée chez les
diabétiques de type let un taux remarquable de Hémoglobine glyquée qui sont les
facteurs déterminants pour le diabéte de type 1. Cependant, nous n’avons enregistré

aucune particularité sur le bilan lipidique.

e Des corrélations faiblement positives sont observées entre la concentration du MDA et
la glycémie a jeun, peptide C, insuline, LDLc, triglycérides et des corrélations
négatives entre le MDA et I’hémoglobine glyquee, HDLc.

e En perspective, Nous pouvons proposer :

-D’élargir I’échantillonnage de la population témoin pour avoir une norme de des taux de
MDA chez la population algérienne.

-Explorer les valeurs des taux de MDA chez les diabétiques associées a des rétinopathies,
néphropathie, et rétinopathie.

-Cette étude pourrait aussi étre renforcée par un échantillonnage plus important de la
population diabétique, et un dosage des autres parametres du stress oxydant notamment la
catalase.
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ANNEXE |

+ Matériel utilisé
Micropipettes de 1000 pl, 500 pl, 100 pl, 50 pl, 10 pl
Congélateur a — 80
Réfrigérateur a + 4
Balance de précision (RADWAG PS 210/C/2)
Bain marie (SELECTA)
Vortex (VWR VV3)
Centrifugeuse de paillasse (Hettich EBA20)
Spectrophotométrie (SHIMADZU UV-1601)
Spectrophotométrie de biochimie (BA-88A)

+ Réactifs
Kit pour glucose
Kit pour I’lhémoglobine glyquée Alc
Kit cholestérol
Kit triglycérides
Kit HDL
Kit pour I'urée
Kit pour la créatinine
Kit pour Aspartate Amino-transférase ASAT (GOT)

Kit pour Alanine Amino-transférase phosphate de pyridoxal

ALAT (GPT)



e ANNEXE Il
+ Questionnaire

/lNFORMATlONS PERSONNELS ) /Médecin traitant J....cooeeiei e,

Nom Prénom :

Externe :|__| ou Hospitalisé : |__|

Hopital @ ......coooevii e,
AR

\_

/INFORMATIONS CLINIQUES :

e Type de diabete suspecté: TypelD LADAD

e Etiologie du diabéte: connu© non connu O

o Age de début du diabete:..........cccooviiiviiiiiiii

o DUre dU di@DETE :.....ccooiiiiice s s

o IMC (KGQ/M?) i POIAS= o R O

e Tension artériel : PAS=............ccccceivvievein e PAD= e FC=
o Traitement ACTUEI @ ..o

N

VAN

/CRITERES D'INCLUSION :
e Début explosif rapidet

e Acidocétose inauguralet ; AULIES @i
e syndrome cardinal (polyuried, polydipsied, amaigrissementn)
e HbAlcT o.................. glycémieT O.. ...

e Troubles cardiaques O Trouble de la vision ©

\

Evolution des valeurs de la glycémie :
1ére 2éme

-

COMPLICATIONS :
e Néphropathie © Neuropathie O Rétinopathie © Microangiopathie O MacroangiopathieC

J




PATHOLOGIE AUTO-IMMUNE ASSOCIEES ...

Statut glycémique :
Glycémie a jeun=..........c.ccccevieiiinennn, HDbALc=................... PipC=...............
insuline=.................

Statut lipidigue :
TG=.oiiiiiiiieieen CT= oo HDLC= LDLC=.oiiiiiieea

Statut rénal :
Créatinine=.........cccooeeevueee 2 Urée= o,

Statut hépatique :




ANNEXE I
Composition des réactifs

o,

% Glucose

> Réactifs 1 (Tampon)

Tampon tris, PH=7 ... e e 100 mmol/l.
o T=T 20 N 0 e B 11111101 /A B

> Réactif 2 (Enzymes)

GluCOSE OXYOASE. .. ...veeeieieeiie e e e e e e e eeneeen. ... 10 000 UYL

Péroxydase (POD).......ccoviieiiiiii i aeeen 2222210000 U/

AMINO-4-antipyrine........cccovivviiiiiie e e e e e ennn 2.6 mmoll/IL
> Réactif 3 (Standard)

Etalon (glucose)........ccovieiiiiiiii e e e ... 100 mg/dlL
Etalon (glucose).......cooevvviiiiiiiii e 101
Etalon (glucose).........coovveiiiiiiii e a2 5.56 mmol/IL

% Hémoglobine glyqué (HBALc)
> Réactif 1

Phosphate de potassium..............cccocveevievievievieenvenvenenn... 00 mmol/LL

Détergent PH 5.
AZotUre de SOIUM ... oon et e e e

> Reéactif 2

Un tampon de phosphate pH6, 5.......c.oovviiiii i
Azoture de SOIUM ...

> Reéactif 3

Un tampon de phosphate pH6, 5.........cooviviii i
Azoture de SOIUM. ... .o e e e e e,

> Microcolonne

5gll.
.0,95 g/l.

.30 mmol/I.
.0,95 g/l.

.72 mmol/I.
0.95 g/l.

Contiennent une quantité pré-poids de résine équilibrée avec
Du tampon du phosphate pH 6,5 ............ccoveiiiine e e . 72 mmol/L.
Azoture de Sodium.......coveviii i e e e 2. 0,95



«» Cholestérol total

» Reactif 1 (tampon)

PIPES, PH 6,9, . et e e,
PNl ..

> Réactif 2 (enzymes)

Cholestérol estérase (CHE)..........covveii i,
Cholestérol oxydase (CHOD).........ooviiiiiiiii e e e
Peroxydase (POD)......cuu it e e e e
4-AmINoOPhenazone (4-AP) ...,

> Réactif 3 (standard)

ELalON(CT) et

o,

% Triglycérides

» Reéactif 1(tampon)

GOOD, PHIT,5. . e,
P-Chlorophénol ... ..o,

> Réactif 2 (Enzymes)

Lipoprotéine lipase (LPL).......c.ooiiirii i e,
Glycérolkinase (GK)......ovuuie e e e,
Glycérol-3-oxydase (GPO) .......oviviiiiiiiieie e e
PEroxydase (POD).......oe oot e
4-AmINoOPhenazone (4-AP).....ooeuuie i

> Reéactif 3

) &2 1[0 P 1o P

.90 mmol/L.

.26 mmol/L.

.300 U/L.

.300 U/L.

.1250 U/L.
.0,4 mmol/L.

.200mg/dl.

.50 mmol/L.
.2 mmol/L.

150000U/L.
.500 U/L.
.2500 U/L.

440 U/L.

.0,2 mmol/L.
.0,1 mmol/L.

.200 mg/dL.



< HDL-c
> Reéactif 1

Phosphotungstan...........oov v

Chlorure de magnesium...........ccoeveviieviine e,

Réactif 2 : réactif de cholestérol
> Réactif 2 (enzymes)

Phosphate ........coi i

Cholestérol estérase..........oovvvveviiieiiieeiinieeennn,

Cholesterol oxydase...........ocovviiiiiiiii i e,

PErOXYAASE. .. ..t e et e e

4-AMINOANTIPYIINE. .. cet it e e e e

Diclorophénol sulfate.............ccooii i
> Etalon de cholestérol (15 mg/dl)

o,

% Urée plasmatique

» Le réactif 1(Tompon)

Phosphate pH 6,7.......oueie e
Salicylate de sodium...... ..o
Nitroprussiate de SOdIUM.........viuiieie i e

> Le réactif 2

Hypochlorite de sodium (NaClO) .........ccooeiiiiiiiiiiie e,
Hydroxyde de sodium..........ccovviiiiiiiie e

> Le réactif 3(Enzyme)

O P
Etalon (Urée) ....oenie i e

veeeve14mmol /I

veeee2mmol/l

eereen.35 mmol/l.

> 0,2 U/ml.

T R U B
o> 0,8 UL
veveve...0,5 mmol/l.

veveee A mmolll.

.50mmol/L.
..2 mmol/L.
..400mmol/L.
.10 mmol/L.

140 mmol/L.
.150 mmol/L.

.30 000 U/L.
.50mg/dL.



o,

+ Créatinine plasmatique
> Réactif 1

Acide picrique (PIC) ....ooviiiiiii i e 2. 17.5 mmol/
Réactif2

Hydroxyde de sodium (NaOH)..............cooeviiinevnvenen....0.29 mol/ |1

Etalon(créatining)..........c.ocoeveviiie i i e eeeee 22 mg/dl

o,

+ Les transaminases
+ Aspartate Amino-transférase ASAT (GOT)
> Le réactif 1 (Substrat TGO)

Tampon phosphate pH 7,5.......ccoevviiiiii e e en....85 mmoll/I

ASPartate ..o e e . 200 MmO
acétoglutarate ..........coeeii i e .2 MMOD

> Le réactif 2
Réactif de coloration 2,4 dinitrophénylhydrazine ..................1 mmol/l

> Le réactif 3

Etalon pyruvate

+ Alanine Amino-transférase phosphate de pyridoxal ALAT
(GPT)
> Le réactif 1 (Substrat TGP)

Tampon phosphate ............cccocoieiiiiiiiccieiiv e pH 7,5 95 mmoll/I
Alanine... ... e e 2200 MmO/
a cetoglutarate ..........ooveiii i e e e 2 MO

> Le réactif 2

Réactif de coloration 2,4 dinitrophénylhydrazine ................... 1 mmol/I

> Le réactif 3



Etalon pyruvate

ANNEXE IV

Total

Répartition des sujets étudiés selon I’état de santé et le type de diabéte

DT1

Répartition des diabétiques de type 1 selon le sexe




Témoins

Répartition des témoins selon le sexe




ANEXE V

Corrélation MDA et les statuts glycémique et lipidique chez les diabétique de typel

N DA = 7.,2049 - 1,860 * CT (g/l)
Correlation: r = - 3387

MDA

CT (g/l)

Corrélation MDA vs CT chez les diabétiques de typel

MDA =3,1136 + ,94297 * TG (g/l)
Correlation: r = ;17061

12

10 t

O

MDA

-2
00 02 04 06 0,8 10 1,2 1,4 16 1,8 20 22 24 26

TG (all)

Corrélation MDA vs TG chez les diabétiques de typel



MDA =3,6673 + ,14443 * glycémie (g/l)
Correlation: r= ,09622

MDA

12
10 o
st
o) o a7
6 F--_ e
e o 6 o=
4l o il
OQ.)C_,_@—Q--—\)@____ @]
Se-97 A S L
2 e, o - o T
P he o o
ot
2 H
-1 0 1 2 3 4 5 6 7 8

glycémie (g/l)

Corrélation MDA vs glycémie chez les diabétiques de typel

MDA =6,3184 - ,2417 *HBA1C %
Correlation: r = -,2846

MDA

4 2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

HBA1C %

Corrélation MDA vs HbA1c chez les diabétiques de typel




MDA =4,0505 + ,00597 * Ins(plU/ml)

Correlation: r = ,03652
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] Bl e =
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4 e 55

I ar - S bt
2-_,”— Ooou o) ‘-""‘-...__‘_
o B

ot

2 . . . i i i i

-20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70

Ins(ulu/ml)
Corrélation MDA vs insuline chez les diabétiques de typel
MDA = 3,5307 + 44654 * c-pep (ng/ml)
Correlation: r = ,25197
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<
0
=

-2 -1 0 1 2 3 4 )

c-pep (ng/ml)

Corrélation MDA vs peptide C chez les diabétiques de typel




ANNEXE VI

Parameétre sanguins

Normes

Glycémie

[0.70-1.10] g/l

Hémoglobine glyquée [4.8-6.2]%

Triglycérides [0.5-1.5] g/l

Cholestérol total [1.5-2.00] g/I

HDL-c >0.45¢g/1

LDL-c <1.60g/l

Urée [0.10-0.55] g/I

Créatinine [4-12] mg/I

Peptide C [0.3a1,5] nmol/L

insuline < 30 mUl/mL

SGPT Homme : 8 a 35 Ul/I
Femme : de 6 a 25 Ul/I.

SGOT Homme : de 8 & 30 Ul/I.

Femme : de 6 a 25 UIJI.




