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RESUME

Cette étude a été menée afin d’évaluer chez les patients atteints de diabéte typel

(DT1), I’activité plasmatique de la catalase, une enzyme clé de la défense oxydative.

La mesure de I’activité de la catalase, ainsi que les taux du Malondialdéhyde (MDA)
et du monoxyde d’azote (NO) plasmatique ont été reéalisé chez 22 sujets diabétiques de type 1
et 23 sujets sains. Cette population a été selectionnée et recrutée au laboratoire de
1’établissement de santé public «SSALEM MESSAOUD de OuledYaich de BLIDA».

Notre étude a démontré que le diabéete de type lsurvient chez les individus dont la
moyenne d’age est de 36,54+1,97 ans avec une prédominance féminine. Nos résultats
montrent également que les taux de I’activité de la catalase sont plus faibles chez les DT1
par rapport aux témoins. En effet, I’hyperglycémie (>1,26g/1) est marquée par une diminution
des valeurs de I’activité de la catalase. En revanche, les concentrations moyennes du NO et de
MDA chez les DT1 sont élevées par rapport aux témoins. En outre, I’analyse de régression de
la catalase chez les diabétiques a montré une corrélation fortement positive avec le MDA et
I’hémoglobine glyquée dont les valeurs respectives sont r = 0,99 ; r=+0,72, 1<0,05. Alors,
cette corrélation est faiblement positive avec la glycémie a jeun et I’insuline dont les valeurs
respectives sont r =+0,31593 ; r =+0,13791, a<0,05.

L’hyperglycémie chronique chez les diabétiques de notre étude est en faveur d’une
augmentation de la production des radicaux libres et donc peut contribuer a diminuer la

défense en antioxydant naturelle telle que la catalase.

Mots clés : Diabete type 1, défense oxydative, catalase, hyperglycémie, NO, MDA, radicaux

libres.
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate in patients with type 1 diabetes (T1D), plasma

catalase activity, a key enzyme of the oxidative defense.

Measurement of catalase activity and the levels of malondialdehyde (MDA) and nitric
oxide and (NO) in plasma were made in 22 type 1 diabetic subjects and 23 healthy subjects.
This population was selected and collected to the laboratory of public health establishment "of
SALEM Messaoud OuledYaich of BLIDA".

Our study has shown that Type 1 diabetes occurs in individuals whose average age is
36.54 = 1.97 years with a female predominance. Our results also show that the levels of
catalase activity are very lower in type 1 diabetics compared to controls. Indeed,
hyperglycemia (> 1.26 g / I) is marked by lower values of catalase activity. In contrast, the
average concentrations of NO and MDA in type 1 diabetics are high compared to controls. In
addition, regression analysis of catalase in diabetics showed a strong positive correlation
between the MDA and the glycated hemoglobin with respective values r =0.99r =+ 0.72, o
<0.05. So the correlation is weakly positive between fasting glucose and insulin with
respective values r = + 0.31593 r = 0.13791 +, a <0.05.

Chronic hyperglycemia in diabetes in our study is in favor of an increased production
of free radicals and thus may help reduce natural antioxidant defense such as catalase.

Keywords: Type 1 diabetes, antioxidant defense, catalase, hyperglycemia, NO, MDA, free
radicals.
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Introduction

Depuis quelques années, le monde des sciences biologiques et médicales est envahi par
un nouveau concept, celui du« stress oxydant », c'est-a-dire d'une situation ou la cellule ne
contrdle plus la présence excessive de radicaux oxygénés toxiques, situation que les chercheurs
impliquent dans la plupart des maladies humaines. C’est I’un des facteurs potentialisant
I'apparition de maladies plurifactorielles tel le diabete (FAVIER, 2003).

L’état d’hyperglycémie chronique conduit a un stress oxydant, c’est-a-dire un
déséquilibre entre pro-oxydants et antioxydants au profit des premiers. Il est intéressant de
souligner que, si I’hyperglycémie chronique est bien a I’origine d’un stress oxydant, ce dernier
pourrait étre aussi a 1’origine du diabéte de type 1 par un phénoméne d’apoptose des cellules

béta pancréatiqgues (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2004).

Un stress oxydant a été mis en évidence dans le diabete de type 1 par plusieurs auteurs.
Les marqueurs biologiques utilisés montrent une oxydation accrue des cibles cellulaires et/ou
une baisse des systemes de défense antioxydants. (BONNEFONT-ROUSSELOT etal., 2004).
Parmi les espéces radicalaires oxygéneées, on trouve le peroxyde d’oxygene, ou H202, qui peut

étre converti en oxygene O et en eau H»O par la catalase.

Le diabete a longtemps été considéré comme une maladie propre aux pays riches ;
cependant il touche actuellement largement les pays en voie de développement, et méme les
couches sociales les plus défavorisées (ARBOUCH-LEZOUL, 2007). Il est devenu un

probléme majeur de santé publique, dans le monde, au cours de ces dernieres décennies.

Ainsi, en Algérie, la prévalence de cette maladie est en augmentation dans les
populations urbaines et rurales (ZAOUI et al., 2007).

Cependant, le mode de vie, sur la base d’un bilan sanguin perturbé, nous pousse a
connaitre le statut en antioxydants d’un individu. En effet, ceux-ci va nous permettre de prévenir

et corriger les déficiences métaboliques et les complications chez le diabétiques.

Dans ce cadre, notre travail vise essentiellement a rechercher I’intérét de 1’évaluation
des taux de la catalase chez le diabétique de type 1 et de chercher la corrélation entre le taux de
la catalase et de quelques parameétres metaboliques (Glycémie, Hémoglobine glyquée, peptide-
C) ainsi que d’autres paramétres du stress oxydatif (Malondialdehyde, Monoxyde d’azote) qui

peuvent étre associés au diabéte typel lors d’un stress.
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I.1. Stress oxydant

1.1.1. Définition
Un stress oxydant se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre

antioxydants et pro-oxydants (Figure 1) en faveur de ces derniers (PINCEMAIL et al.,
1999 ; HALENG et al., 2007).

Cette situation peut résulter d’un dysfonctionnement de la chaine mitochondriale,
d’une activation des systéemes enzymatiques (xanthine oxydase, NADPH oxydase, glucose
oxydase...), d’une libération de fer libre a partir des protéines chélatrices (ferritine) ou d’une
oxydation de certaines molécules (glucose, hémoglobine, catécholamines, ...) (PINCEMAIL

et al, 2002).

L’organisme se retrouvera donc dans une situation ou il ne peut plus controler la

présence excessive de radicaux oxygénés toxiques (HALENG et al., 2007).
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E \ . Stress \
w
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Figure 1: La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants
(FAVIER, 2006)

1.1.2. Radicaux libres
Un radical libre est un atome ou molécule chimique capable davoir une existence

indépendante « libre », en contenant un ou plusieurs électrons célibataires sur leur couche
externe, cela lui confére une grande réactivité et une demi-vie trés courte. Ce radical libre aura
toujours tendance a remplir son orbitale en captant un électron pour devenir plus stable : il va

donc se réduire en oxydant un autre composé (GOUDABLE et FAVIER, 1997).
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Dans les circonstances quotidiennes normales, les radicaux libres sont produits en
permanence en faible quantité (BAROUKI, 2006) car ils sont utiles pour I'organisme a dose
raisonnable (FAVIER, 2003). L'inflammation est par ailleurs une source importante de ces

radicaux qui produits directement par les cellules phagocytaires activées (FAVIER, 2003).

Parmi toutes les especes radicalaires susceptibles de se former dans les cellules, il
convient de distinguer les espéces réactives de Ioxygeéne (ERO) et de 1’azote (ERN)
(Tableau I). Celles-ci sont composées en grande partie de radicaux libres, et de molécules
non-radicalaires peroxyde d’hydrogéne (H202) mais néanmoins oxydantes (Tableau 1)
(FAVIER, 2003 ; MALARDE, 2012).

Tableau 1 : Les principales espéces réactives d'oxygenes et d'azotes radicalaires et non

radicalaires
Radicalaires Non radicalaires
Anion superoxyde O>° Peroxyde d’hydrogéne H20>
Especes réactives | Radical hydroxyle °OH Acide hypochloreux HCLO
d’oxygénes Radical peroxyle ROO° Ozone O3
Alkoxyle RO® Oxygéne singulet 'O,
Especes réactives | Monoxyde d’azote NO° Peroxynitrite ONOO"
d’azotes Acide nitreux HNO> Nitrique dioxyde NO2
Radical thiyl RS Acide sulfénigue RSOH
Especes soufrées | Radical sulfinyl RSO
actives Radical sulfonyle RSOO
Radical anion disulfure RSSR~

(BONINI et AUGUSTO, 2001; ADLY, 2010)

Dans notre étude nous s’intéressons a 1’H202, qui est une molécule de signalisation
conduisant a la prolifération cellulaire ou a la mort cellulaire (PACKER et al., 2000). L’eau
oxygenée (H20y) est produite en grande partie a partir du radical superoxyde en présence de

superoxyde dismutase SOD qui catalyse la réaction (1).

0,° + 2 H* » H20,+ 02 (1)
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Le H>O> est un produit plus stable que les radicaux superoxydes, c'est pourquoi il
diffuse trés facilement a l'intérieur et a I'extérieur de la cellule (GOUDABLE et FAVIER,
1997). Sa concentration est régulée par des enzymes telles que la catalase (GARDES-
ALBERT et al., 2003).

D’aprés GARDES-ALBERT et al. (2003), la majeure partie de la toxicité de 1’H20;
provient de sa capacité a générer le radical hydroxyle en présence de cations métalliques tels

que Fe2+ par une réaction (2), dite de Fenton.

H,0, + Fe?* > ‘OH + Fe3 + OH o)

Les radicaux hydroxyles sont les espéces les plus agressives et donc les plus
dommageables du stress oxydant (GARDES-ALBERT et al., 2003) car il peut initier une
peroxydation lipidiqgue (GOUDABLE et FAVIER, 1997).

Une autre espéce radicalaire, le monoxyde d'azote (NO), est elle aussi produite par les
systemes enzymatiques que sont les différentes NO synthéses (NOS) (FAVIER, 2003). En
cas d’exces du NO, celui-ci réagir avec le superoxyde pour produire le peroxynitrite ONOO"
qui est tres dommageable (PACKER et al.,, 2000 ; BEAUVIEUX et al., 2002 ; HAJ
MOUHAMED et al., 2012).

1.1.2.1. Cibles biologiques des especes réactives de I’oxygéne (ERO)

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules
biologiques (oxydation des glucides, de I'ADN, des protéines, et des lipides) (FAVIER,
2003) :

a) Oxydation du glucose

En présence de métaux de transition comme le fer, le glucose s’oxyde, entrainant la
génération d’especes réactives d’oxygénes, 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 groupement capte facilement le cuivre, ce
qui provoque le declenchement de réactions de type Fenton avec production de radicaux libres
. il s’ensuit une augmentation de la peroxydation lipidique. Ce mécanisme pourrait expliquer
pourquoi le diabéte est souvent associé a des complications cardio-vasculaires (HALENG,
2007).
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b) Oxydation des acides nucléiques
L'ADN soit la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants, il s'agit
d'une molécule tres sensible a I'attaque par les radicaux de I'oxygene. Au bas mot, cing classes
principales de dommages oxydatifs médie par OH" et O>° peuvent étre générées. Parmi elles,
les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits intra-caténaires, des cassures de brins et des
pontages ADN-protéines (Figure 2) (FAVIER, 2003).
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Figure 2 : Lésion de I'ADN formées par attaque radicalaires du
patrimoine génétique de la cellule (FAVIER, 2003)

c) Oxydation des protéines
Les modifications des structures primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les
ERO sont a la base de la formation de dérivés protéiques carbonylés via plusieurs mécanismes

incluant la fragmentation et 1’oxydation des acides aminés (BEAUVIEUX et al., 2002 ;
PAINCEMAIL et al., 2009).
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Figure 3 : Nature de quelques modifications des chaines latérales d'acides aminés des

protéines apres attaque radicalaires (FAVIER, 2003)
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Ces dérivés carbonylés peuvent étre mis en évidence par dinitrophényl-hydrazone
(DNPH) dans des échantillons biologiques par spectrophotométrie ou technique HPLC
(PAINCEMAIL et al., 2009) (Figure 3).

d) Peroxydation lipidique
La peroxydation lipidique est un phénomeéne général qui se produit des la présence de
I’oxygene. Cette réaction se déroule en trois étapes (Figure 4) : initiation, propagation,
terminaison (CILLARD et CILLARD, 2006). Les acides gras polyinsatures sont la cible
privilégiée de l'attaque par le radical hydroxyle (FAVIER, 2003).
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Figure 4 : Mécanisme de la peroxydation des acides gras
polinsaturés et natures des produits terminaux
(FAVIER, 2003)

Les produits de peroxydation lipidique, comme le dialdéhyde malonique (MDA) et le
4-hydroxynonénal, ou les aldehydes réactifs comme le méthyl glyoxal (MGO), peuvent se
fixer sur les protéines pour amplifier les lésions de glycoxydation (GILLERY, 2006).

Compte tenu du caractere toxique de des radicaux libres, 1’organisme a mis en place
des systémes de défense (cellulaires, membranaires et extracellulaires) pour se protéger de
leur attaque : ce sont les antioxydants (RACCAH, 2004 ; HALENG et al., 2007).
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1.1.3. Systeme de défense antioxydant

1.1.3.1. Définition

HALLIWELL et GUTTERIDHE définissent I’antioxydant comme « toute substance
qui, présente a faible concentration par rapport a celle du substrat oxydable, retarde ou inhibe
significativement 1’oxydation de ce substrat » (PACKER et al., 2000 ; BONNEFONT-
ROUSSELOT, 2007).

Il existe deux sources de défenses antioxydantes (Figure 5) : ’une est apportée par
I’alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches en vitamines C, E, caroténoides,
ubiquinone, flavonoides, glutathion ou acide lipoique ; I’autre est endogéne et se compose
d’enzymes (SOD, GPx, catalase, Glucose-6-phosphate déshydrogénase) et de protéines
(ferritine, transferrine, céruléoplasmine, albumine). A cela s’ajoutent quelques oligoéléments
comme le sélénium, le cuivre et le zinc qui sont des cofacteurs d’enzymes antioxydantes
(HALENG et al., 2007 ; PINCEMAIL et al., 2009).
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Figure 5 : Apercu des différentes especes oxygénées activées et
des antioxydants régulateurs de leur production
(HALENG et al., 2007)

Les antioxydant exogénes et endogénes protégent les tissus biologiques des
dommages des radicaux libres (PACKER et al., 2000), mais leur diminution contribue a
I’apparition d’un stress oxydant dans ces tissus (BONNEFONT-ROUSSELOT, 2003).

Parmi ces antioxydants nous nous s’intéressant a la catalase, qui est une enzyme

central dans la défense contre les dommages oxydatifs (PUTNAM et al., 2000).
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1.1.3.2. Catalase

La catalase est un antioxydant enzymatique présent dans les peroxysomes et les
hématies (FAVIER, 2003 ; BAUDIN, 2006).

Le gene humain de la catalase est localisé dans la position 11 du chromosome 13 qui
comprend 13 exons et 12 introns (GOTH et NAGY, 2013).

» Structure de la catalase
La catalase est une enzyme tétramérique (Figure 6) d'environ 60 kDa pour chaque
sous-unité ; chacune posséde 527 résidus d'acide aminé et un groupe héme avec le fer (Fe3*)
(GOTH et NAGY, 2013). La catalase est liée au NADPH qui la protége et améliore son
activité (ICHAI et al., 2011).

Figure 6 : La structure de la catalase

(PUTNAM et al., 2000)

» Fonction de la catalase
La catalase est responsable de la détoxification du H2O- produit dans les conditions

physiologiques.

La catalase des globules rouges semble étre le principal régulateur des deux
concentrations du H,O; intracellulaire et extracellulaire (GOTH et NAGY, 2013) et peut agir
pour protéger 1’hémoglobine des érythrocytes humains, qui sont exposées a des
concentrations importantes d'oxygéne (PUTNAM et al., 2000), et d'autres tissus contre le
stress oxydant (GOTH et NAGY, 2013).
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Elle a également été impliqué comme un facteur important dans I’inflammation
(PUTNAM et al., 2000).

La catalase transforme le H>O2 en oxygene et eau, diminuant ainsi sa demi-vie et
atténuant de ce fait la génération de radicaux hydroxyles selon la réaction (3) suivante
(ICHAIl etal., 2011) :

2H,0, > 2H,0 + O, (€))

Elles n'éliminent pas la totalité du peroxyde d'’hydrogéne, mais leur role est tres
important surtout en présence d'ions ferreux en permettant d'éliminer son excés afin que la
réaction de Fenton ne puisse pas s'amplifier (GOUDABLE et FAVIER, 1997).

En cas de carence de la catalase, qui due a la dépression de la transcription du gene de
la catalase (SATO et al., 1992 ), la concentration a I'état stable du H.O, peut augmenter
conduisant a des dommages oxydatifs au niveau des cellules. Ces dommages oxydant
représentent probablement un facteur de risque pour plusieurs maladies, dont le diabéte sucré
(PUTNAM et al., 2000 ; GOTH et NAGY, 2013).

En outre, le stress oxydatif di a une carence de la catalase pourrait contribuer a la
manifestation du diabéte (GOTH et NAGY, 2013).

I.2. Diabéte type 1, hyperglycémie et stress oxydatif
1.2.1. Diabéte sucreé

Le diabéte sucré est un groupe de maladies métaboliques caractérisées par une
hyperglycémie chronique résultant d'un défaut de la sécrétion de I'insuline ou de I'action de
I'insuline ou de ces deux anomalies associées (DROUIN et al., 1999 ; LAZO-DE-LA-
VEGA-MONROY et FERNANDEZ-MEJIA, 2013).

Selon les critéres actuels, le diabéte sucré est défini par une glycémie plasmatique a
jeun supérieure a 1,26 g/L (7 mmol/l) ou glycemie supérieure a 2 g/l (11,1 mmol/l) quelque
soit I’heure du préléevement (RODIER, 2001 ; BOUHOURS-NOUET et COUTANT,
2005 ; ORBAN et ICHALI, 2008).
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1.2.1.1. Diabete type 1

Le DT1 est une maladie multifactorielle complexe (MANDRUP-POULSEN, 2003).
Dans la plupart des cas, elle est liée a la rencontre d’une susceptibilité génétique et de facteurs
d’environnement (RODIER, 2001 ; BUYSSCHAERT, 2006).

Le DT1 est la conséquence d'une destruction des cellules  des Tlots de Langerhans par
un processus auto-immun (DUBOIS-LAFORGUE, 2007 ; WALLBERG et COOK, 2013),
aboutissant habituellement a une carence absolue en insuline (PERLEMUTER et al., 2000 ;
WEILL et BATTEUX, 2003).

La destruction des cellules B est authentifiée par la présence d’anticorps anti-ilots (islet
cell antibody : ICA), anticorps anti-GAD (glutamate acide décarboxylase), des auto-anticorps
anti-insuline (IAA), et d’anticorps anti-l1A2 (IA-2A) (PERLEMUTER et al., 2000 ; KNIP et
SILJANDER, 2008).

1.2.1.2. Déroulement de la réaction auto-immune

La destruction des cellules B résulte d'une combinaison des mécanismes spécifiques de
I'antigéne (la destruction a médiation de lymphocytes T CD4 et CD8) (MANDRUP-
POULSEN, 2003), dans lesquels la cellule présentatrice présente des peptides antigéniques
aux lymphocytes TCD4 (Figure 7) conduisant ensuite a I’activation de deux types cellulaires,
selon les cytokines produites: 1’activation de lymphocytes B avec production d’anti-corps et
’activation de lymphocytes CD8 cytotoxiques qui produisent de perforines et de granzymes
(DUBOIS-LAFORGUE, 2007).

Et des mécanismes non spécifiques de 1’antigene (MANDRUP-POULSEN, 2003),
dans lesquels il y a production de cytokines inflammatoires telles le TNF a, par les
macrophages, et des espéces réactives de 1’oxygéne ainsi que par l'interaction Fas-FasL
conduisant a I’apoptose des cellules béta (MANDRUP-POULSEN, 2003).
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Plasma cell
Vrrus *
Apoptotic ~ . %
B cell Islet-specific
( antibodies * * ( E
Granzyme B
perforin
FasL Bw“ '

Figure 7 : Mécanisme immunitaire de destruction des cellules 3

(WALLBERG et COOK, 2013)

1.2.2. Régulation de la glycémie

Au centre de tout le métabolisme énergétique comme celle du glucose, la signalisation
des radicaux libres représente un élément extrémement important. Ce signal est modulé par
tous les éléments qui touchent le métabolisme énergétique, en particulier 1’oxydation des

substrats, qu’ils soient glucidiques ou lipidiques (LEVERVE, 2006).

L’équilibre glycémique joue un rdle trés important dans la balance pro-
oxydants/antioxydants (GARDES-ALBERT et al., 2003; PINCEMAIL et al., 2002).

Le métabolisme du glucose est régulé principalement par 1’équilibre entre les
hormones cataboliques, ou hormones de stress (glucagon, adrénaline, cortisol, hormone de
croissance) d’une part et I’insuline d’autre part (SEEMATTER et al., 2009). Ce dernier
augmente 1’utilisation de glucose et inhibe la synthése de novo du glucose (BOUGLE et
ANNANE, 2009).

11
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1.2.2.1. L’insuline

L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante de 1’organisme. Elle est sécrétée par
les cellules B du pancréas endocrine et participe au controle du métabolisme €nergétique, en
particulier, du métabolisme du glucose. La molécule d’insuline est un polypeptide d’un poids
moléculaire d’environ 6 kDa. C’est un hétéro-dimére (Figure 8) constitué de deux chaines
polypeptidiques, la chaine A (21 acides aminés) avec un pont disulfure intra-caténaire reliant
les acides aminés 6 et 11 et la chaine B (30 acides amines), reliées entre elles par deux ponts
disulfures. Le géne de I’insuline humaine est situé¢ sur le bras court du chromosome 11

(MAGNAN et KTORZA, 2005).

1 ® Georges Dolist

Figure 8 : Schéma de la molécule d'insuline
(MALARDE, 2012)

1.2.2.2. Voies de signalisation intracellulaire de I’insuline

La liaison de I’insuline a son récepteur, qui appartient a la superfamille des récepteurs
a tyrosine kinase (RTKs) (RIANT, 2009), induit des changements morphologiques de celui-
ci, déclenchant 1’activité tyrosine kinase intrinséque (BOUGLE et ANNANE, 2009), ce qui
permet 1’autophosphorylation de la sous-unité B sur des résidus tyrosine (Tyr-P)
(ANDREELLLI et al., 2006) et I’activation de deux grandes voies d’activation intracellulaire
(Figure 9).

La premiere voie est celle de la cascade MAP kinase appelée la voie du signal de
croissance (growth signal). Dans cette voie, I’association du IR avec les protéines SHC et
Grb2 aboutit a 1’activation des molécules impliquées dans la prolifération cellulaire et
I’apoptose.

12
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La seconde voie est celle liée a I'IRS. Les IR trans-phosphorylent plusieurs substrats
dont IRS1 a 4, Gab 1, Cbl. Cette premicre série d’événements aboutit a I’activation en aval
d’autres molécules de signalisation comme la PI3-kinase (BOUGLE et ANNANE, 2009) qui
joue un rdle essentiel dans le transport du glucose via 1’activation de la kinase Akt/PKB,
laguelle stimule la translocation membranaire des transporteurs de glucose GLUT4 (DE
MEYTS, 2005).
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Figure 9 : Voies de signalisation intracellulaires du récepteur a I’insuline

(SALTIEL et KAHN, 2001)

1.2.2.3. Role des radicaux libres dans la signalisation d’insuline

Bien qu’une production excessive des ERO soit associée au developpement de
diverses pathologies, des concentrations physiologiques faibles de H2O2 sont nécessaires pour
le fonctionnement cellulaire normal et la signalisation intracellulaire.

Les facteurs de croissance et les hormones peuvent ainsi favoriser la génération
transitoire de H202, ce qui est essentiel pour une phosphorylation optimale sur résidu tyrosine
des voies de signalisation. Les cibles principales de ces ERO sont les protéines tyrosine
phosphatases (PTP), telles que la PTP1B qui dephosphoryle les IRS, et la PTEN qui
dephosphoryle le PIP3. Ces enzymes qui regulent la sensibilité a I’insuline et 1’homéostasie
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du glucose, sont transitoirement oxydées par H20. en réponse a I’insuline ce qui favorise
I’activation de I’IR et de la PI3K (PILLON, 2010).

1.2.3. Impact du stress oxydant et ’hyperglycémie sur les cellules p et I’action de
P’insuline

Chez les sujets dont la tolérance au glucose est normale ou peu altérée, jusqu’a une
valeur de 1,30 g/l, ’insulinémie croit avec la glycémie. Au-dela de cette valeur, 1’insulino-
sécrétion diminue, méme si la glycémie augmente. Ce seuil de transition marque I’incapacité
de la cellule B a s’adapter a I’hyperglycémie, ce qui est le cas dans le diabéte (PILLON,
2010).

Et d’aprés LEVERVE (2006) I’hyperglycémie est I’un des liens directs avec la

production de radicaux libres et la gestion du stress oxydant mitochondrial.

Le role pathogene des radicaux libres sur les cellules  a souvent été évoqué car ces

cellules ont des défenses limitées face au stress oxydant (RIGALLEAU et al., 2007).

Les cellules béta pancréatiques sont particulierement sensibles aux ERO et ERN, qui
jouent un réle essentiel dans la stimulation des réponses inflammatoires et la destruction des
cellules béta par apoptose (Figure 10), parce que leurs défenses antioxydantes naturelles sont
plus faibles par rapport a d'autres tissus, qui augmente encore le stress oxydatif (LAZO-DE-
LA-VEGA-MONROY et FERNANDEZ-MEJIA, 2013).
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T cells, B cells, IL-1, IFN-y, TMNF-o
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B cell
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[ B cell death |

Figure 10 : Mécanisme de destruction des cellules B par apoptose
induit par le stress oxydant dans le DT 1
(PACKER et al., 2000)
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Il est intéressant de souligner que, si I’hyperglycémie chronique est bien a 1’origine
d’un stress oxydant, ce dernier pourrait étre aussi a ’origine du diabéte de type 1 par le
phénomeéne d’apoptose des cellules béta pancréatiques (Figurell) (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2004).

H ESPECES REACTIVES DE POXYGENE |
¥ -
Y DATION DES PROTEINES,
BAISSE DES DEFENSES DES LIPIDES ET DES ACIDES NUCLEIQUES
ANTENYDANTES

|

I

1

|

]

|

|

]

! MODIFICATION DES MOLECULES
! DE LA MATRICE EXTRA-CELLULAIRE
]

| /

|

]

I

I

]

I

I

STRESS OXYDANT

N T

AUTO-CXCYDATION MITOCHONDRIALE FORMATION DES PRODUITS

DU GLUGOSE DE GLYCATION
1 ACTIVATION AVANGES (AGE)

WOIE DES NAD(PH O}YDASES
: DES POLYOLS VASGULAIRES
! \ / /
1
]

<
DETERICRATION DIABETE : + GLUCOSE DESTRUCTION
DE L'CTION OE LINSULINE DES CELLULES BETA
" PANCEEATIOUES
DEFAUT D'UTILISATION
DU GLUCOSE

Figure 11 : Relation entre I'hyperglycémie et le stress oxydant

(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2004)

1.2.4. Mécanismes impliqués dans la genése d’un stress oxydant dans le diabete

En termes simples, le niveau élevé de la glycémie a comme traduction immédiate la
production de radicaux libres qui d’une part réduisent 1’activité d’une des enzymes de la voie
de glycolyse, la glycéraldehyde-3-phosphate-dehydrogenase (GAPDH), et d’autre part
inhibait la premiére étape de la voie des pentoses qui est caractérisé par la production de
NADPH, qui a un r6le majeur dans la lutte contre le stress oxydant (LEVERVE, 2006). Ces
deux voies de métabolisme du glucose ne suffisent pas a reduire leur concentration
intracellulaire (DENIS, 2002), et donc le flux de glucose va, de ce fait, étre dévie vers une
autre voie métabolique (LEVERVE, 2006).

D’aprés DELATTRE et al. (1999) ; BONNEFONT-ROUSSELOT et al. (2004)
plusieurs mécanismes biochimiques semblent impliqués dans le développement d'un stress

oxydant en présence de concentrations élevees en glucose (Figure 12) :
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a) Voie des polyols

En présence d’un exces de glucose, une fraction non oxydée de ce substrat est dirigée
vers la voie des polyols. Sous I’effet de 1’aldose réductase, le glucose est réduit en sorbitol en
présence du NADPH. Le sorbitol est ensuite oxydé en fructose en présence de NAD+ par la
sorbitol-déshydrogénase (RACCAH, 2004).

En outre, les taux cellulaires de NADPH, coenzyme nécessaire a I’activit¢ de la
glutathion réductase (régénération du GSH) ainsi qu’a I’activit¢ de la NO-synthase,
diminuent, avec pour conséquence une diminution des capacités antioxydantes (HALENG et
al., 2007).

b) Voie des hexosamines

La voie de la hexosamine induit a la formation de UDP-N-acétylglucosamine (UDP-
GlcNac) par I’enzyme glucosamine fructose amido-transférase (GFAT) a partir du fructose-6-
phosphate (DENIS, 2002 ; LOSSER et al., 2009).

La voie de I’hexosamine conduit a une partie des effets transcriptionnels (activation de

I’expression de genes) qui contribuent au développement des complications diabétiques

(LEVERVE, 2006).

c) L’activation de la protéine kinase C (PKC)

L’hyperglycémie intracellulaire augmente la synthese de DAG qui active differentes
isoformes de la PKC. L’activation de la PKC a des effets sur I’expression de nombreux genes
et altere le fonctionnement de plusieurs réponses physiologiques (COLAS, 2010).

De plus, de fortes concentrations de glucose peuvent stimuler la production d’ERO en
activant la NAD(P)H oxydase par une voie dépendante de la PKC (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2004).

d) Glycation des protéines

L’hyperglycémie augmente [D’intensit¢é des réactions dites de glycation non
enzymatique des proteines, (GILLERY, 2006). Elle intéresse évidemment toutes les
protéines de I’organisme (PERLEMUTER et al., 2000).

Cette réaction résulte de la formation d'une liaison covalente entre la fonction
aldéhydique du glucose et les groupements amines libres des protéines. Elle comporte
plusieurs étapes, avec une formation précoce de produits appelés produits d’Amadori, suivie

de la production d’intermédiaires réactifs aboutissant a des composés complexes, dénommés
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produits de glycation avancée (AGE) ou produits de Maillard (BONNEFONT-
ROUSSELOT et al., 2004).

Les AGE peuvent modifier le fonctionnement de certains cellules (macrophages,
cellules endothéliales) soit par le biais des modifications matricielles, soit directement en
activant des récepteurs cellulaires aux AGE, appelé receptor for advanced glycation end
products (RAGE).

La fixation des AGE sur RAGE déclenche une signalisation entrainant un stress
oxydant intracellulaire (GILLERY, 2006).Méme ils induisent aussi un état inflammatoire en
activant le facteur de transcription NF-kB, la production de TNFa, ou via les molécules pro-

inflammatoires de type S100 (calgranulines et amphoterin) (LOSSER et al, 2009).
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Figure 12 : Voies oxydatives de stress dans le diabéte sucré
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Pour explorer la variation de I’activité sérique de la défense oxydative par la catalase
et d’étudier son intérét et sa relation avec les troubles du métabolisme glycemique chez le
diabétique de typel. Nous nous sommes intéressés au dosage des paramétres biochimiques du
statut glycémique (glycémie, hémoglobine glyquée, peptide-C, insuline). Aussi, nous avons

¢valué d’autres parametres du stress comme le NO et la peroxydation lipidique.

Pour ce faire, nous avons sollicité trois lieux de stages : Le laboratoire de
I’établissement de santé public « SALEM MESSAOUD » de proximité d’Ouled Yaich
BLIDA pour le recrutement des diabétiques et des témoins ainsi que pour les dosages
biochimiques. Le laboratoire de PFE de ’'USTHB pour le dosage du catalase, MDA et NO.
L’institut Pasteur « DALI BRAHIM » pour le dosage du peptide C et I’insuline. Cette étude a
été effectuée durant une période de 2 mois (du mois de Mars au mois de Mai de I’année
2015).

11.1. Matériel

I1.1.1.Matériel non biologique

% L’appareillage et les réactifs utilisés sont cités en Annexe |

% La composition des réactifs est en Annexe 111

11.1.2. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué par le sang prélevé, par ponction veineuse a partir
de la veine du pli du coude, des patients apres 12 heurs de jelne. Ce sang est recueilli dans
des tubes EDTA et tubes sec puis centrifugé a 4000 tours/min pendant 10 minutes. Le sang
total prélevé sur EDTA est utilisé pour le dosage d’hémoglobine glyquée, pour le dosage des
parameétres biochimiques ; le plasma et sérums est utilisés pour le dosage des parametres du

stress oxydatif.

11.2. Méthode de I'étude
¢ 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
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% Agéde 18 a55 ans

% Recrutement
Les sujets diabétiques et témoins, ont été recrutés en consultations au niveau
I’établissement public de santé public « SALEM MESSAOUD » de proximité d’Ouled Yaich
BLIDA. Ainsi, nous avons inclus 23 sujets non diabétiques, d’apparence saine (aucune

pathologie connue) et 22 sujets diabétiques (DT1).

11.2.1. Parametre biochimique

11.2.1.1. Dosage du glucose sanguin (la glycémie)

Principe : La concentration du glucose dans le sang est dosée par la méthode enzymatique
colorimétrique de TRINDER (1969). Cette méthode est basée sur la détection d’une couleur
rose ou rouge suite a la transformation du glucose en Quinonémine. La réaction se déroule en
deux étapes ou dans un premier temps le glucose est transformé en en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogéne (H202) sous I’action du glucose oxydase (GOD). Dans un deuxi¢me
temps le peroxyde d’hydrogéne est transformé en présence du phénol et de 4-
aminophénazone en Quinonémine sous 1’action de la peroxydase (POD) selon les réactions

suivantes (TRINDER, 1969) :

Glucose + Oz + H20 » Acide gluconique + H202

POD

2H202 +Phenol+ 4-aminophénazone ————_, Quinonéimine rose + 4H20

Mode opératoire
Afin de doser le glucose sanguin trois tubes ont été préparé pour chaque patient dont
un tube blanc, un tube étalon et un dans lequel nous avons déposé le sérum. Ces tubes

contiennent ;

Blanc Standard Echantillon
Standard -- 10 pl --
Echantillon -- -- 10 pl
Réactif de travail 1ml 1ml 1mil

19




Matériel et méthodes

Les tubes sont par la suite agités puis incubés au bain marie a 37°C pendant 10
minutes. Une couleur rose ou rouge est obtenue traduisant la production du Quinonémine.
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration du glucose sanguin. La

lecture de la concentration se fait par spectrophotométrie a 505 nm contre un blanc.

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

formule suivante :

DO Echantilion
[Glucose] = X N, (n : concentration de I’étalon, n =1 g/L)
DO Etaion

11.2.1.2. Dosage de I’hémoglobine glyquée (HbAlc)

Principe : Le dosage de I’hémoglobine glyquée a été effectué par chromatographie sur
microcolonne échangeuse de cation. L’HbAlc résulte de la fixation irréversible non
enzymatique du glucose a I’extrémité N-terminale des chaines B de 1’hémoglobine A
(MOTTE et al., 2011). La quantité d’HbAlc dans le sang dépend de la durée de vie du
globule rouge (120 jours) et de la glycémie. Elle renseigne donc sur la qualité de 1’équilibre

glycémique des 120 jours précédant le dosage.

Mode opératoire
Préparation de I’hémolysat
O L’hémolysat est préparé et éliminé de la fraction labile dans les conditions de
température ambiante (21-26°c). Ensuite, 50 ul 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.

Préparation des colonnes
La partie supérieure de la colonne est débouchée et la languette inférieure est ensuite

cassée. Ainsi 1’éluat est éliminé.

Séparation et lecture de HbAlc
o 50 ul d’hémolysat sont appliqués avec précaution sur le disque supérieur et 1’¢luat est
éliminé. Quand I’hémolysat a entiérement pénétré, 200ul du réactif (2) sont ajoutés et

I’¢luat est éliminé. Apres I’¢lution, on ajoute 2000 pl du méme réactif.
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o La colonne est placée sur un tube a essai et 4ml du réactif (3) sont ajoutés. La fraction
HbAlc de I’¢luat 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

(AHbL1c).

Pour la lecture d’Hémoglobine totale, on prend 50 ul 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 1’eau distillé.

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

DO Hbaic
HbAl c % = x 100
DO Hb Totale X 3

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

11.2.1.3. Dosage des protéines totales (Méthode de Bradford)

Principe : La méthode de Bradford est une technique colorimétrique qui permet la détection
de micro quantités de protéines en solution. Le réactif de Bradford change de couleur du
rouge-brun au bleu, ce-ci traduit la formation d'un complexe réactif-protéine ayant un systéme
de double liaison conjuguée dont le maximum d'absorption est a 595nm. L'intensité de
coloration dosée par spectrophotométrie, est proportionnelle a la quantité de protéines dans le

milieu selon la loi de Beer-Lambert. Tableau ci dessous.

SOLUTIONS 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10

BSA 0,1% (ul) 0 5 | 10| 15 20 | 25| 30 35 40 | 45 | 50

PBS (ul) 100 | 100 | 95 | 90 | 85 | 80 | 75 | 70 | 65 | 60 | 55 | 50

Réactif de
Bradford (ml) 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Mode opératoire
Les échantillons a tester ont été repris dans le réactif Bradford a raison de 100 pl

d’échantillon pour 3ml du réactif de Bradford. La lecture des differents tubes de la gamme
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étalon ainsi que celle des échantillons est réalisée a 595 nm contre un blanc réactif sans

protéines.
11.2.1.4.dosage du peptide C et de ’insuline

Principe
v Dosage du peptide C
Le dosage du peptide C se fait par la technique ELISA compétitive réalisée en 2 temps :
o 1lere étape : Le peptide C marqué a 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).

o 2éme étape : 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.

v" Dosage de I’insuline
Le dosage de I’insuline se fait par la technique ELISA sandwich reéalisée en 2 temps :
o 1ére étape : L’anticorps monoclonal murin anti-insuline humaine contenu dans 1’unité
test se lie a I’antigene contenu dans le sérum.
o 2éme étape : Le complexe antigene-anticorps est mis en évidence par un anticorps
polyclonal de poulet anti-insuline humaine marqué a la phosphatase alcaline.
o Le PPD est hydrolysé par I’enzyme (la phosphatase alcaline) en un anion intermédiaire
instable, ce qui permet une émission de lumiere dont I’intensité est directement

proportionnelle a la concentration de 1’insuline contenue dans le sérum.

Mode opératoire
Le systeme IMMULITE réalise automatiquement le prélévement successif d’une
solution a base de matrice sérique non humaine pour la saturation des sites non spécifiques et
les sérums (100 pl pour le dosage de I’insuline et 50 pul 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 ; apreés 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
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respectifs de poulet anti-insuline humaine ou de I’intestin de veau anti-peptide C marqués a la

phosphatase alcaline sont ajoutés.

Apreés incubation de 30 min a 37°C suivie d’un lavage par centrifugation axiale, 200 ul
du substrat chimiluminescent 1’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 intermediaire instable. La concentration de
complexe Ag-Ac formée est proportionnelle a la concentration de I’insuline est inversement
proportionnelle a la concentration du peptide C, contenus dans le sérum.

Les résultats des deux parameétres sont exprimés en coups par seconde (CPS) et sont
convertis en u unités internationales pour 1’insuline (WUI/ml) et en (ng/ml) pour le peptide C

grace a un courbe étalon qui est intégrée dans le logiciel de I’appareil.

11.2.2. Paramétre du stress oxydant

11.2.2.1. Dosage de la catalase

Principe : Le dosage de la catalase sérique de fait par la méthode AEBI, 1984 et
CLAIBORNE, 1986. La catalase dégrade le peroxyde d’hydrogéne (H202) en eau et
dioxygene suivant la réaction ci-dessous. Ainsi, la disparition du peroxyde d'hydrogene peut

étre mesurée en spectrophotométrie a 240nm.

Catalase

Mode opératoire

50ul d’échantillon (sérum) sont ajoutés a 950ul de tampon phosphate (50mM,
pH=7,4). La réaction est déclenchée avec 500ul de H20, (30mM=0,3%). La lecture de la
densité optique du milieu réactionnel se fait par spectrophotométrie a 240nm a 1’obscurité

chaque 30°".
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L’activité de la catalase est calculée par la formule suivante :

o ] A DO/ min
Catalase activity (U mg proteins) =

0.040 x mg / ml proteines

0,040 : Coefficient de distinction moléculaire

11.2.2.2. Dosage du malondialdehyde

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 a I’aide
du TBA selon la méthode d’OKHAWA et al. (1979) permet la quantification de la

péroxydation lipidique qui constitue le marqueur majeur du stress oxydant.

SYN\ OH HO /N\“/SH
N N
N SCH—CH=CH”
OH OH

Figure 13 : Formation d’adduit-TBA (1 :2)

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 (TBA), d’un pigment
coloré « rose » absorbant a 532 nm et extractible par les solvants organiques comme le
butanol.

Mode opératoire

100pl de plasma sont mélangé a une solution constitué de 200 pl acide
thiobarbiturique a 20% et 600 ul 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
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sur le surnageant a 532nm. La concentration de TBARS est calculée en utilisant le coefficient

d’extinction molaire (1,56 x 105 M-1cm-1). Elle est exprimée en pumol/I.

11.2.2.3. Dosage du monoxyde d’azote

Principe : la mesure du monoxyde d’azote se fait par la réaction de Griess (GREEN et al.,
1982). Cette derniére, permet uniquement la mesure des nitrites (métabolite stable). Les
nitrates devront donc étre préalablement réduits en nitrites (NO2) pour étre quantifiés. La

concentration ainsi mesurée représente la somme des nitrites et des nitrates.

Il s'agit d'une réaction de diazotation en deux étapes : les nitrites forment un sel de
diazonium avec l'acide sulfanilique qui est ensuite couplé avec une amine (N-naphtyléthyléne
diamine) (NED) pour donner un composé diazo de couleur rose vif dont 1’absorbance est

mesurée a 543 nm.

NNHS

HMN
I
ol i, L~ NH.
@ - @ . —

SOMH, S0C-MNHA
sulfanilammide i i M- L-napthyl)-
(SULFY) Sel de diazonium ethylenediamine S0-MNHa

(NEDLD )y
diazonivm product

(P pax = 543 nm)

Figure 14 : Formation du diazonium
Mode opératoire

100 pl de plasma sont mélangés a une solution contenant 50 ul de Griess B ,50 pl de
Griess A et 800 ul PBS pH 7,4. Le mélange est centrifugé a 2000 tour par minute puis incubé
a température ambiante et a obscurité pendant 15 a 20 min. La lecture de la concentration du
NO se fait par spectrophotométrie a 543nm. Les concentrations du NO dans les échantillons

sont ensuite déterminées a partir d’'une courbe d’étalonnage.

11.3. 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.
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L‘analyse statistique des moyennes des différents groupes pour tous les parametres 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 :

VX Xi=somme des valeurs individuelles
¥ ==
n N=nombre de valeurs
. &
Erreur standard de la moyenne (ESM) : ESM = 7n
(Z(Xi- X)?

&(écart type) =

N n—1

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.........ceenn.n. *#* hautement significatif
0,05<P<0,01.....ccccvvnnnnnnnnn. ** tres significatif
P<0,05.......cccociiiii. * significatif
P>0,05........coil, non significatif
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Résultats

Rappelons que dans ce travail, nous nous sommes intéressés a rechercher 1’intérét de
I’évaluation des taux de la catalase chez le diabétique de type 1. Notre étude est portée sur 45
sujets dont 22 patients diabétiques atteints le diabéte de typel et 23 sujets témoins indemnes

de toute pathologie.

Pour ce faire, nous allons explorer nos résultats par 1’étude de la variation des taux de
la catalase en fonction de :
» Ladurée du diabete typel
» Des taux de I’hémoglobine glyquée
> Des taux du peptide C
>

Des taux de la glycémie

Nous avons aussi étudiée la corrélation entre la catalase et les troubles du métabolisme
glucidique ainsi que d’autres paramétres du stress oxydatif (Malondialdehyde, Monoxyde

d’azote) qui peuvent étre associés au diabéte typel lors d’un stress.

I11.1.1. Etude descriptive des caractéristiques cliniques et épidémiologiques de la

population

L’¢évaluation clinique et épidémiologique des sujets de 1’étude est regroupée dans le tableau

suivant :

Tableau Il : Caractéristiques cliniques et épidémiologique de la population de I’étude.

DT1

Témoins

Total n(%)

22(48,88%)

23(51,11%)

Hommes n(%)

10(45,45%)

10(43,47%)

Femmes n(%) 12(54,54%) 13(56,52%)
Sexe- ratio 0,83 0,76

age (ans) 36,54+1,97 30,6%4,56
Durée du diabéte (ans) 8,72+1,23 /
HbA1c(%) 11,05£1,96 /

L’étude des caractéristiques cliniques et épidémiologiques de notre population,
tableau 11, figure (annexe 1V), nous a permis de constaté une prédominance féminine avec
12 femmes (54,54%) vs 10 hommes (45,45%) pour le groupe des DT1. Nous constatons la
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méme prédominance chez les témoins 43,47% hommes vs 56,52% femmes avec un sexe-ratio
de 0,76.

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)%. A partir de notre étude, nous avons constaté que la moyenne d’age des
diabétiques de type 1 est 36,54+1,97ans et la durée de diabéte est de 8,72+1,23ans.

111.1.2. Exploration du statut oxydatif

Nous nous sommes intéressés a rechercher I'intérét de 1’évaluation des taux de la
catalase chez le diabétique de type 1. Ce dernier, a été corrélé par une étude statistique aux
autres parametres meétaboliques du statut glycémique et du stress oxydant chez notre

population diabétiques et chez les témoins.

111.1.2.1. Etude de la variation des taux de la catalase
> Estimation des taux de la catalase chez les diabétiques de typel et les témoins

La défense oxydative endogéne a été recherchée chez les diabétiques de typel et les
témoins par le dosage de I’activité de la catalase. Les résultats obtenus sont répertoriés

représentés par la figurel5.

0,8
0,7 |
0,6 |

0,5 4

* %

0,4
0,3 -

0,2 +

Catalase (U/min/mg de proteine)

0,1 |

DT1 Témoins

Figure 15 : Evaluation du taux moyen de la catalase chez les
diabétiques de typel et les ttmoins. La différence est tres significative

a (**p<0,01) ; vs témoin.
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La figure 15, représente le taux moyen de I’activité plasmatique de la catalase chez les
DT1 et les témoins. Ainsi, nous constatons que la concentration moyenne de la catalase chez
les DT1 est faible par rapport aux témoins avec des valeurs respectives de 0,28 + 0,047
(U/min/mg de protéine) vs 0,61 + 0,122 (U/min/mg de protéine). La comparaison entre les
deux groupe DT1 et témoins montre qu’il existe une différence trés significative (p=0,0070)

vs les témoins.

L’analyse de régression de la catalase chez les diabétiques (annexe 1) a montré une
corrélation fortement positive avec le MDA (r = 0,99989, 1<0,05) et ’hémoglobine glyquée
(r =+0,72093, 0<0,05), alors qu’elle se trouve faiblement positive avec la glycémie a jeun (r
=+0,31593, 0<0,05) et I’insuline (r =+0,13791, a<0,05).Nous avons aussi constaté une
corrélation faiblement négative avec le monoxyde d’azote(r= -0,0882, a<0,05) et le peptide-C

(r =-0,1990, 0:<0,05).

> Etude de la variation des taux de la catalase en fonction de la durée du diabéte
typel

Etant donnée I’impacte de la durée du diabéte sur les complications metaboliques chez

les diabétiques, nous avons étudié I’influence de la durée du diabéte sur la variation de

’activité de la catalase. Nos résultats obtenus sont représentes par la figurel6.

0,4 -

0,35 ~

0,25 ~ l l

0,15 ~

proteine)
MCJ
M

0,1 -

Taux de la catalase{U/mn/mg de

0,05 -

(0-5) 5 10 10 15 >15
Durée du diabete{Ans)

Figure 16 : Variation des taux de la catalase en fonction de la durée du diabéte typel.
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La figure 16 représente la variation des taux de la catalase en fonction de la durée du
diabete typel. L’étude statistique réalisée par le test de Dunet, nous a permis de constater chez
les diabétiques de type 1 de notre étude, qu’il existe une différence trés significative entre la
variation de I’activité des taux de la catalase et la durée de diabete (P=0,0001).

Nos résultats montrent aussi que le taux de la catalase est diminué dans le groupe de
diabétique dont la durée est >15ans. L’étude statistique par I’ANOVA puis le test de Tuky,
n’a montré aucune différence significative entre les différents groupes de diabétiques classés

selon la durée du diabéte (p>0,05).

> Etude de la variation des taux de la catalase en fonction de ’hémoglobine glyquée
Les troubles du métabolisme glucidique sont estimés par le dosage des taux de
I’hémoglobine glyquée. Cette derniére constitue un dosage impératif dans le suivit du
diabétique et son taux élevé reflete un état non équilibré et des hyperglycémies chroniques au
cours des derniers mois chez le patient diabétique. Vue son importance, nous nous sommes
intéressés a étudier 1’activité de la catalase en fonction des différents taux de 1’hémoglobine

glyquée. Nos résultats obtenus sont répertoriés représentés par la figurel?.

0,4

0,35
0,3 I
0,25

0,2 |

0,15

—

5]

0,1

0,05 T

Catalase (U/min/mg de proteine)

6_6,5 6,5 7 7.8 >8
HbA1C(%)

Figure 17 : Variation des taux de la catalase en fonction de I’hémoglobine

glyquée chez les DT1.

La figure 17 représente la variation des taux de ’activité de la catalase en fonction
de I’hémoglobine glyquée. La figure ci-dessus montre que les pourcentages de 1’hémoglobine
glyquée augmentent en synergie avec 1’augmentation de 1’activité de la catalase. Le groupe de
sujets diabetiques de typel ayant une HbAL1C dans les normes (6-6,5) ont un taux de catalase

bas alors ceux qui ont une HbA1C >8 se retrouve avec un taux de catalase élevé malgré leur
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suivi therapeutique. L’étude statistique par I’ANOVA et le test de Tuky, n’a montré aucune
difference significative entre les différents groupes de diabétiques classés selon les valeurs de

I’hémoglobine glyquée (p>0,05).

Cependant, nous contatons aussi que les groupes de diabetiques non équilibrés ayant
une HbA1C avec des valeurs comprises entre (7 — 8) et >8 présentent une variabilité. Cette
variabilité est probablement due au fait qu’il existe une fluctuation dans les différentes
réponses thérapeutiques chez chaque diabetique au niveau de ces groupes.

> Etude de la variation des taux de la catalase en fonction des taux du peptide C

Le peptide C est essentiel pendant la biosynthése de I’insuline.son dosage permet de
déterminer I’insulinoréquérance chez le patient diabétique. En effet, ¢c’est un marqueur de la
fonction résiduelle des cellules B pancréatiques chez le diabétique. Pour cela nous nous
sommes intéressés a chercher ’influence de la variation des taux de 1’activité de la catalase en
fonction des taux du peptide C. Nos résultats obtenus selon les deux groupes normo-

glycémiques et hyper-glycémiques sont représentés par la figurel8.
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Figure 18 : Evaluation du taux de la catalase en fonction des taux du
peptide C chez les DT1.

La figure 18 représente la variation des taux de la catalase en fonction des
concentrations du peptide-C. Nos résultats montrent que le groupes des diabétiques ayant des
valeurs de peptide-C (< 1,57) ont des taux de catalase Iégerement inferieur (0,23+0,048

U/min/mg de protéine) de ceux du groupe peptide- C (>1,57) dont les valeurs de I’activité de
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la catalase est de (0,25+0,0530 U/min/mg de protéine). La comparaison des deux groupes par
le test de student montre qu’il n’existe pas de différence significative (P=0,81) entre les deux

groupes.

> Etude de la variation des taux de la catalase en fonction des taux de la glycémie
Le contréle de la glycémie est un parametre clé du suivit du sujet diabétique. Nos
résultats obtenus selon les deux groupes normo-glycémiques et hyper-glycémiques sont
représentés par la figurel9.
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Figure 19 : Evaluation de la variation des taux de la catalase

en fonction des taux de glycémie chez les DT1.

La figure 19 représente la variation les taux de la catalase plasmique chez les DT1 en
fonction des taux de la glycémie. Ainsi, nous constatons que les taux de I’activité de la
catalase sont plus élevés chez les diabétiques dont les valeurs de la glycémie sont inférieures a
1,26 par rapport aux diabétiques en situation d’hyperglycémie (>1,26) avec des valeurs
respectives de 0,54+0,002 (U/min/mg de protéine) vs 0,27+0,05 (U/min/mg de protéine). En
effet, 1’étude statistique par le test de student montre une différence hautement significative a
(P=0,000002).
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111.1.2.2. Evaluation du taux de MDA

La peroxydation lipidique est estimée chez les diabétiques de typel, ainsi que chez les
témoins par le dosage du produit d’oxydation: Le malondialdehyde plasmatique. Nos

résultats obtenus sont représentés par la figure 20.
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Figure 20 : Evaluation évaluation de la peroxydation lipidique chez
les diabétiques de typel et les témoins. (La différence est hautement
significative a (***p<0,001)

La figure 20 représente 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
¢levée par rapport aux témoins avec des valeurs respectives de 2,84+0,27 (umol/l) vs
0,63+0,02 (umol/1). La comparaison entre les deux groupes témoins et diabétique (DT1) par le

test de student, montre qu’il existe une différence hautement significative (p=0,00001).

111.1.2.3. Evaluation du taux du monoxyde d’azote

Le monoxyde d'azote est un gaz dissous et un agent dilatateur. Il joue un rdle essentiel
dans la transmission de I’information et la réponse immunitaire. C’est pour cela que nous
nous sommes intéressés a évaluer les taux du NO chez le diabétique de typel (diabéte auto-

immun). Nos résultats obtenus sont représentés par la figure 21.
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Figure 21 : Evaluation de la concentration de monoxyde d’azote

chez les diabétiques de typel et les témoins.

La figure 21 représente le taux moyen du NO plasmatique chez les DT1 et les
témoins. Ainsi, nous constatons que la concentration moyenne du NO chez les DT1 est élevee
par rapport aux témoins avec des valeurs respectives de 0,3955 + 0,04031 (nM) vs 0,2130 +
0,02413 (nM). La comparaison entre les deux groupes témoins et diabétique par le test de

student, montre qu’il existe une différence hautement significative (***p<0,001).
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I11.2.1. Etude descriptive des caractéristiques cliniques et épidémiologiques de la

population

Les résultats obtenus de 1’étude des caractéristiques cliniques et épidémiologique de la
population de concernant I’age moyen de notre population nous a permis de constater une
concordance avec une autre étude réalisé par LOSADA et ALIO en 1997, qui ont trouvé que
sur 60 patients diabétiques de type 1, avec 32 atteint de la rétinopathie diabétique et 28 sans
rétinopathie diabétique que 1’age moyen respectif était de 35,81 + 13,23 ans et de 26,92 +
14,07.

En effet, selon COLAS (2010), le DT1 peut se manifester a tout age, mais apparait le
plus souvent durant I'enfance ou au début de I'age adulte, d'ou son appellation ancienne de
« diabete juvénile ». Il peut se développer de maniere asymptomatique durant une longue
période.

Selon ALDDAFARI MOUDJAHED en 2011, le DT1 est décrit, dans la majorité des
populations étudiées dans le monde, comme étant le plus fréquent chez les hommes que les
femmes. En effet, selon ’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 diabete de type 1 entre les 2 sexes.

111.2.2. Exploration du statut oxydatif
111.2.2.1. Estimation des taux de la catalase chez les diabétiques de typel et les témoins

Ces taux bas de I’activit¢ de la catalase suggeérent une baisse de la défense en
antioxydant endogene et une baisse de la protection contre les ERO (radicaux libres
0Xygeénés) et de ce fait I’organisme ne peut plus contréler la présence excessive des radicaux
libres oxygéneés toxiques. Cette état physiologique va conduire alors a un déséquilibre de la
balance anti-oxydants/ pro-oxydants. Cette hypothése a été deja confirmeé par la littérature
(HALENG et collaborateurs en 2007). En effet, selon PINCEMAIL et collaborateurs en,
2002, La production physiologique d‘ERO est régulée par des systemes de défenses
composés d‘enzymes, qui parmi elles se retrouvent : la catalase, la superoxyde dismutase
(SODs), glutathion peroxydases (GPx’s), oxygénase, la peroxyrédoxine...). A ces enzymes, se
rajoutent les molécules antioxydants de petites tailles (caroténoides, vitamines C et E,

glutathion, acide urique...).
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D’aprés PINCEMALIL et collaborateurs en, 2002, I’accumulation du H20, favorise la
réaction de Fenton qui en présence du Fe2+, un puissant donneur d’électrons réagit avec I’eau
oxygénée pour générer des radicaux hydroxyles hautement reactifs. Cette accumulation de
peroxyde d'hydrogéne peut étre empéché par les métaux de transition comme le fer ou le

cuivre afin que la réaction de Fenton ne puisse pas s’amplifier (HUET et al., 2006).

Le mécanisme de régulation de la catalase est encore peu connu chez les eucaryotes. Il

est seulement décrit lorsque la concentration en H>O; est faible (SATO et al., 1992).

Nos résultats ne concordent pas avec les travaux de KAJI et al. (1985) qui ont
rapporté, par une étude sur soixante femmes atteintes le diabete de type 2 agés de 34 a 78 ans
et soixante témoins de sexe féminin, qu’il n'y avait pas de différence significative dans
I’activité de la catalase érythrocytaire entre les sujets diabétiques et les controles. Les mémes
résultats ont été trouvés par HAGGLOF et collaborateurs en 1983 qui ont rapporté que les
activités de la catalase érythrocytaire ont été normales chez les enfants diabétiques de type 1.
Egalement 1’étude réalisée par MICHELSON (1982) a signalé des activités normales de la

catalase érythrocytaire chez les patients diabétiques.

Aussi, I’étude de MERZOUK et collaborateurs en 2003, ont montré que l'activité de
la catalase était plus faible chez les deux types de diabéte (DT1 et DT2) par rapport aux
témoins. Par ailleurs, BONNEFONT-ROUSSELOT et collaborateurs en 2004, décrit que la
mesure globale du pouvoir antioxydant total du plasma met en évidence une diminution de ce

pouvoir chez les sujets diabétiques, surtout en cas de complications.

Cependant, selon GOTH et collaborateurs en 2001, l'augmentation de la fréquence du

diabéte est associée a une carence en catalase chez les patients diabétiques.

En effet nos résultats, ainsi que ceux des autres auteurs corroborent avec ceux de
PILLON en 2010 qui décrit que chez des sujets intolérants au glucose, I’activité des enzymes

antioxydants (catalase et SOD) est plus faible que chez des sujets sains.

Des travaux réalisés par TING HSU et collaborateurs en 2006 montrent par une
¢tude chez une population d’enfants que certains parametres du stress oxydatif sont influencés
par la durée du diabete et de I'efficacite du contrle de la glycémie. Ces observations
suggerent que la thérapie de soutien de controle des parametres du stress oxydatif peut aider a

prévenir les complications cliniques chez les enfants atteints de diabéte de type 1.
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Il'y a aussi plusieurs études récentes qui montrent une diminution significative de la
capacité en antioxydant dans le plasma avec une diminution du statut antioxydant total chez
les diabétiques. Cette situation se traduit par le dépassement des capacités de neutralisation
des ERO (MEJRBI et al., 2012).

111.2.2.2. Etude de Pactivité de la catalase en fonction de la durée du diabéte typel
Sachant que la durée de la pathologie (DT1) est en synergie avec I’avancement dans
I’age des patients, la diminution de 1’activité de la catalase en fonction de I’augmentation de
la durée du diabéte suggére une diminution de capacité en antioxydants endogenes. Cette
derniére nous informe que cette enzyme « la catalase » est un facteur de risque de rechute de
la défense oxydative apres une longue durée de diabéte. Cette rechute de la défense oxydative
peut étre due aux hyperglycémies chronique qui sont souvent enregistrer chez les patients
diabétiques et ceux-ci malgré le suivit thérapeutique. Ces résultats suggerent aussi, que ces
patients ont une alimentation non équilibrée pauvres en antioxydants qui contribuera aussi a

I’apparition du stress oxydant.

INGELS et al. (2006) ont souvent pensé a 1’existence d’un lien entre I’hyperglycémie
et I’aggravation du stress oxydatif. Et qu’il semble de plus en plus évident qu’il existe un lien

entre le degré d’hyperglycémie a ’admission et la durée d’hyperglycémie.

Aussi, BAROUKI en 2006, rapporte que 1’association des deux enzymes SOD et

catalase était nécessaire pour la détoxication de I’anion superoxyde.

111.2.2.3. Etude de Iactivité de la catalase en fonction de I’hémoglobine glyquée

Nos résultats montrent des valeurs basses de la catalase chez le groupe de diabetique
DT1 ayant une glycémie équilibrée et confirmée par le dosage de I’HbA1C. nous ponssons
que cette état d’equilibre chez ces diabétique s’explique probablement par le fait que ces
sujets ne sont pas en situation de stress physiologique et répondent bien au suivit

thérapeutique avec une bonne hygienne de vie.

La littérature rapporte que I’HbALc est le produit d’Amadori le plus connu car son taux
est utilisé comme indice de contr6le métabolique du glucose chez le diabétique
(CARRERAS, 2005). En effet, Le taux normal de HbAlc est d’environ 4 a 5 % de la totalité
de I’hémoglobine. Il peut atteindre 12 a 15 % dans les hyperglycémies du diabéte déséquilibré
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pendant quelques semaines (PERLEMUTER, 2000). Dans notre étude le taux de HbAlc

dépasse les valeurs normales ceux-ci reflete une déséquilibre métabolisme glucidique.

Selon BONNEFONT-ROUSSELOT et al. (2004), I’état d’hyperglycémie chronique
favorise également les réactions de glycation, en donnant les produits de glycation avancée
(AGE). La plupart des réactions de glycation s’accompagnent d’ailleurs de réactions
d’oxydation, ce qui est a ’origine du terme de « glyco-oxydation ». Selon BROWNLEE et
al. (1984), la formation excessive des produits de glycosylation non enzymatique semble étre
le lien biochimique commun entre I'nyperglycémie chronique et un certain nombre de
processus physiopathologiques potentiellement impliqués dans le développement des
complications du diabete a long terme.

Par ailleurs, GILLERY (2006) suggére que [I’hyperglycémie, génére une
augmentation de I’intensité des réactions dites de glycation non enzymatique, qui
s’accompagne d’un stress oxydant, bien décrit chez les patients diabétiques. De plus, de
nombreuses études sur des patients diabétiques de type 1 et 2 ont montré une diminution
significative de la capacité antioxydant dans le plasma. Selon ARAI et al. (1987) cette
diminution pourrait s’expliquer par la glycation de leur site actif, comme cela a été décrit pour
la SOD eérythrocytaire. Des expériences de glycation in vitro ont également montré une
altération des activités enzymatiques de la catalase (YAN et HARDING, 1997) la GSH
réductase (BLAKYTNY et HARDING, 1992) ou de la GPx (BALDWIN et al., 1995),

suggérant une modification de ces enzymes au cours du diabete.

Néanmoins, les résultats de notre étude montrent qu’il n’y a pas une diminution dans

le taux de notre antioxydant « la catalase » mais plut6t une faible modification.

Certaines études ont rapporté non pas une diminution mais une augmentation des
défenses antioxydantes enzymatiques, suggérant un mécanisme compensatoire a une
production de ROS (DENIS, 2002). Une autre étude réalisée par REMA et collaborateurs en
1995, a montré qu’il y avait une augmentation paradoxale des activités GPx et catalase
érythrocytaires chez des patients diabétiques. De plus, SECHI et collaborateurs en 1997, ont
mis en évidence une augmentation des niveaux d’ARNm de la SOD et de la catalase dans le

rein de rats diabétiques.
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111.2.2.4. Etude de I’activité de la catalase en fonction des taux du peptide C
Le dosage du peptide C est de grand intérét, chez les diabétiques insulinotraités, pour
mesurer la capacité sécrétoire de la cellule p (PERLEMUTER, 2000).

Ainsi, les patients diabétiques de type 1 deviennent rapidement C-peptide négatifs,
dépendent exclusivement de I’insuline exogeéne pour assurer un bon contrdle métabolique,
sont exposés a une instabilité glycémique importante et sont a haut risque de développer a
terme des complications vasculaires, en particulier de microangiopathie (PHILIPS et al.,
2002).

Les diabétes de type 1 instables ont des taux plasmatiques de peptide C trés bas ou
presque nuls, alors que le taux est légérement plus élevé chez les diabétiques stables
(PERLEMUTER, 2000).

Dans une étude faite par NDAHIMANA et al. (1996), dont la sécrétion résiduelle
d'insuline a été mesurée par le peptide C sur 119 enfants, adolescents et jeunes adultes
diabétiques, il n'y avait pas de différence significative des parametres anti-oxydants en

fonction de la sécrétion résiduelle d'insuline endogeéne.
111.2.2.5. Etude de la variation des taux de la catalase en fonction des taux de la glycémie

Une étude décrit en 2004 qu’il est intéressant de souligner que, si I’hyperglycémie
chronique est bien a 1’origine d’un stress oxydant, ce dernier pourrait étre aussi a I’origine du
diabéte de type 1 par un phénoméne d’apoptose des cellules béta pancréatiques dans le
diabéte de type 1 ou a ’origine de I’insulino-résistance du diabéte de type 2. Il note aussi que
I’état d’hyperglycémie chronique du diabéte sucré conduit a un stress oxydant, ¢’est-a-dire un
déséquilibre entre pro-oxydants et antioxydants au profit des premiers. Donc 1’équilibre
glycémique joue un rble tres important dans la balance prooxydant/antioxydant
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000, 2004).

L’insulinopénie absolue ou relative associée a 1’augmentation des hormones de contre-
régulation (glucagon, catécholamines, cortisol et hormone de croissance) est responsable
d’une hyperglycémie par 1’intermédiaire de trois mécanismes : une accélération de la
glycogénolyse ; une diminution de I’utilisation tissulaire du glucose ;une augmentation de la
néoglucogenése (ORBAN et ICHAI, 2008).
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DELATTRE et collaborateurs en 1999, définissent que des concentrations élevées de
glucose dans les milieux extra et intracellulaires induisent un stress oxydant. Et d’apres
COSNAY et al. (2004) le stress oxydatif est corrélé au degré d’hyperglycémie par
augmentation de la production des radicaux libres. Et selon RODIER (2001)

I’hyperglycémie s’aggrave aussi avec 1’age.
111.2.2.6. Evaluation de la peroxydation lipidique

Le MDA est connu pour étre un biomarqueur potentiel du stress oxydatif (SENDUR
et al, 2009). Selon BEAUVIEUX et collaborateurs en 2002, le MDA est un catabolite de
réaction radicalaire formé lors de la coupure par les ERO des acides gras polyinsaturées
possédant au moins deux doubles liaisons. L’utilisation de la réactivité du MDA avec 1’acide
Thiobarbiturique (TBA) reste un test « classique » de dépistage de peroxydation lipidique

encore tres utilisé actuellement.

Le MDA est un composé trés toxique, produit au cours de 1’oxydation des lipides et
physiologiquement lors de la synthese des prostaglandines et thromboxanes (GILLERY,
2006).

Nos résultats concordent avec les travaux de TURKINA et collaborateurs en 1991
qui ont rapporté une augmentation des taux de MDA chez les enfants diabétiques par rapport
a ceux des enfants sains. Aussi, les travaux de BALASHOVA et collaborateurs en 1993, ont
montré, chez une population constitué de 16 patients atteints le diabéte de type 1 et 15
témoins sains, que le taux de MDA de globules rouge a été hautement éleve chez diabétiques

de type 1 que chez les témoins.

Ces résultats ont aussi été obtenus par 1’é¢tude de WIERUSZ-WYSOCKA et
collaborateurs en 1995 ou effectivement les niveaux de MDA étaient significativement plus
élevés chez les patients atteints le diabete de type 1 et de type 2 que chez les témoins. Ces
résultats ont également été decrits par RUIZ et et collaborateurs en 1999 dans le diabete de

type 1.

Une autre étude menée par DIERCKX et collaborateurs en 2003 montre queles
concentrations plasmatiques de MDA ont également été trouvés a étre plus élevé chez les

sujets diabetétique de type 2 que chez les témoins sains.
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Selon DEL RIO et collaborateurs en 2005, le MDA est capable d'altérer plusieurs
mécanismes physiologiques de l'organisme humain par sa capacité a réagir avec des
molécules telles que I'ADN et les protéines.

GALLOU et al., 1993 ont mesuré le taux de MDA par TBARS chez 117 patients
diabétiques qui ont été divisés en groupes et sous-groupes selon le type de diabéte (Type 1 et
type 2) et de I'existence ou non de complication vasculaire et 53 contréles. Les résultats de
cette étude ont montré que les concentrations TBARS étaient significativement plus élevés
chez les patients diabétiques le type 1 (P <0,0001) et de type 2 (P <0,001) que chez le groupe
de contrble, et que ces concentration ne differe pas de maniére significative entre les patients
diabétiques de type 1 et 2.

Selon JADOT en 1994, il existe des résultats qui montrent que, dans le diabéte, la
peroxydation lipidique plasmatique est significativement plus élevée que chez les témoins. I
décrit aussi que I’excés de peroxydation lipidique sur les cellules des ilots de Langerhans, les
lymphocytes et 1’endothélium vasculaire, accéléré les complications rencontrés dans les
diabétes débutants ou mal équilibrés. MEMISOGULLARI et et collaborateurs en 2003, ont
montré par une étude que le taux MDA a augmentée pour les patients diabétiques par apport

aux témoins.

Mais malgré ¢a, PINCEMAIL et collaborateurs en 1999 décrit que I’estimation de
Malon dialdéhyde reste un indice peu représentatif de la présence d’une peroxydation
lipidique puisqu’elle ne représente qu’un pourcent des produits de décomposition des

peroxydes lipidiques.

Alors BONNEFONT-ROUSSELOT et collaborateurs en 2004, décrit aussi qu’au
cours du diabete, il y a une production accrue de radicaux libres, en particulier provenant des
processus de glycation ou de peroxydation lipidique, et une diminution des systémes de

défense antioxydants.
111.2.2.7. Evaluation du taux du monoxyde d’azote

Le NO est responsable d’une grande diversité d’effets sur I’organisme, tant bénéfiques

que potentiellement délétéres (MASSION et al., 2002).

41



Discussion

TRAUB et VAN BIBBER en1995, ont examinée le role du NO dans le développement
des maladies vasculaires liées au diabete, alors ils ont trouvé des résultats suggérant que le
métabolisme du NO et leur réactivité vasculaire sont modifiées dans le diabéte.

L’insuline active la NOSe et cause la vasodilatation, et les anomalies de la production
de NO et de la fonction endothéliale sont des manifestations précoces de 1’athérosclérose
observée dans le diabéte. La phosphorylation de ce méme résidu ser de la NOSe est stimulée

par I’insuline, entrainant son activation (FANTUS, 2002).

Le NO- est une molécule gazeuse hautement diffusible présente dans tous les types de
cellules (MASSION et al., 2002), il possede des propriétés physiologiques a la fois
bénéfiques et déléteres dont une action anti-inflammatoire. Dans les conditions
physiologiques, les effets anti-inflammatoires du NOe¢ sont dus, au moins en partie, a
I’inhibition de I’activation du facteur de transcription NF-KB via une expression accrue de IkB
(TAMION et al., 2003).

D’aprés TAMION et collaborateurs en 2003, le NOe peut avoir des effets
cytotoxiques, notamment sous la forme d’acide peroxynitriteux (ONOO") qui résulte de la
réaction du NOe avec I’anion superoxyde. Cette toxicité apparait d’autant plus qu’il existe de
grande quantité de NOe< produite. Selon DETAILLE et collaborateurs en 2002, le NO-
inhibe la cytochrome C oxydase conduisant I’activation des caspases, phénomene reli¢ a la

mort de la cellule béta.
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CONCLUSION

Il est bien établit que le risque accru de diabéte a été enregistrée chez les patients

présentant un déficit en catalase. La déficience de cette enzyme entraine, dans la cellule- B, a

une augmentation du stress oxydatif et finalement a une défaillance de ce type de cellule. Les

cellules B- sont riches en mitochondries qui pourraient étre une source de ROS.

L’¢tude réalisée avait pour but d’estimer 1’activité de la catalase chez le diabétique

de typel et d’étudier sa relation avec les troubles du métabolisme glycémique.

Les résultats de notre étude suggerent les conclusions suivantes :

>

Le diabete de type 1 survient chez 1’individu dont 1’4ge moyen est de (36,54 = 1,97)

avec une prédominance féminine.

Les taux faible de la catalase chez les diabétiques suggeérent un déséquilibre profond

entre pro-oxydant et antioxydant.

L’hyperglycémie élevée et le taux remarquable de I’hémoglobine glyquée (> 6%)
refléte le déséquilibre du métabolisme glycémique en faveur d’une production

importante de radicaux libres.

Les taux élevés du MDA chez les atteins patients de diabéte auto immun témoignent

d’un désordre métabolique qui refléte un état de stress cellulaire et tissulaire.

Les concentrations moyennes elevées du NO chez les DT1 suggerent son implication
dans la réponse immunitaire comme agent cytotoxique avec une surproduction de

radicaux libre.

la diminution de I’activité de la catalase en fonction de la durée du diabéte suggere une
diminution de capacité en antioxydants endogénes. Aussi ces résultats montrent, que
ces patients ont probablement une alimentation non equilibrée pauvres en antioxydants

qui contribuera aussi a I’apparition du stress oxydant.

En effet, chaque sujet de notre population présente un état physiologique particulier et

ne possédent pas le méme potentiel antioxydant .Ainsi, souvent la thérapeutique est adapté en

fonction de cette état.
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En perspective, nous pouvons proposer :

D’¢largir 1’échantillonnage de la population témoin pour avoir une norme de taux de
I’activité de la catalase chez la population algérienne.

D’explorer les valeurs des taux de la catalase chez les diabétiques associées des
complications macro-antipathique et micro-antipathique.

Cette étude pourrait aussi étre renforcée par le dosage des autres parametres du stress

oxydant notamment les produits de 1I’oxydation avancée des protéines « AOPP ».
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ANNEXE |

Matériel non biologique
% Micropipettes
% Congélateur a — 80
% Réfrigérateur a + 4
%+ Centrifugeuse de paillasse (Humax4K Human)
% Spectrophotométrie (SHIMADZU UV-1601)
% Spectrophotométrie de biochimie (WP 21B)
+ Bain marie (MEMMERT)
% Vortex (MS1 Minishaker)
% Tubes héparinés, EDTA et secs
% Tube a essais en plastique
% Tubes a vis
+ Cuve en quartz
% Portoir en plastique

< Embouts jaune et bleu

Réactifs

®,

%Kit pour glycémie

%Kit pour I’hémoglobine glyquée Alc

< Kit pour les protéines totales
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FICHE DE RENSEIGNEMENT

/INFORMATIONS PERSONNELS

kProfession et ettt et e ete et eet et e st aet b s e s ete st bereatesns

INOM PrENOM ¢ et vseae s
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Externe : |__| ou Hospitalisé : |__]

HOPItAl : e

o

KINFORMATIONS CLINIQUES :

e Type de diabéte suspecté: Typell
e Etiologie du diabete : connu O

e Duréedudiabéte ...
o IMC (Kg/m?) .o
e Tensionartériel : PAS=......cccco........

Eanililhne Akirduminis + Dan 1 AMAvinn

K -

e POIAS T
wrerPAD=
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Evolution des valeurs de la glycémie :
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COMPLICATIONS :
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ANNEXE II

Antécédents familiaux : Type DT1 ou DT2

Parents diabétiques ? : Pére : oui L], non[J; type......... Meére : ouilJ: non[7; type.........
Combien de freres .......... ? Combien sont Diabétique ................ quel type................
Combien de sceurs ....... 7 Combien sont Diabétique ................ quel type...............

Coté maternel :
Grand pére diabétiques ? : Oui [J, non[7 . Si oui quel type...........

Grand-mere diabétiques ? : Oui [], non[]. Si oui quel type...........




ANNEXE 11

Composition des reactifs
% Glucose

Réactif de travail (Enzymes)

Tampon de phosphate (PH 7,5)....c..ciiiiiiiie e 100 mmol/I
4-aMINOPNENAZONE. ......cviiiiiee ettt re e e e 0,25 mmol/I
(g 1T 010 T 0,75 mmol/l
GlUCOSE OXYAASE (GOD).....eiiiiiiiieieiiie ittt ettt esbeeneeaneenreas 15 KU/l
PeroXydase (POD)......ccuciiiieiieiit et ste ettt e e e ta et e e e e snaesteeneesraeeeans 1,5 KU/
IVIUEBIOTASE. ...ttt et bbbttt et s et e bbbt be s e 2,0 KU/I
P A To (<30 (S0 T V] 1 o R 0,095 %
Stabilisants

BLAION GIUCOSE. ...ttt et et eeeee ettt ettt e eee et ereteeee e 100 mg/dl ou 5,55 mmol/I

% Hémoglobine glyqué (HbALc)
Réactif 1
Phosphate de potassium..............ouiiiiiiiieiienieeierie e enee e e e e 00 mmOL/]

Détergent pH 5. et e e @]
Azoture de sodium .........cooviiiiiiii 220,95 g

Reactif 2
Un tampon de phosphate pH6, 5. cvecnecieeeeenn .. 30 mmol/1
Azoture de SOIUM ......ouiieiii e ..0,95 @]

Réactif 3
Un tampon de phosphate pHO, 5.ttt eeeseeeee e ... 72 mmoOL/]
Azoture de SOIUM. .....ooiiii e 0.95 g
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Microcolonne
Contiennent une quantité pré-poids de résine équilibrée avec
Du tampon du phosphate pH 6,5 ..ot eneen. 2. 72 mMMOL/]

Azoture de SOdIUM. ......oiuiiiii i e e eree e enee e 0,95 @]



Annexe IV

Tableau 111 : Evaluation du taux moyen de la catalase chez les DT1 et les témoins.
Moyenne + SEM DT1 Témoin P value Significativité
N=22 N=23
Catalase (U/min/mg de 0,28 + 0,047 0,61+0,122 0,0070 (**)
protéine)

Tableau 1V : Evaluation de la variation des taux de la catalase en fonction de la durée du
diabete typel.

Durée 05 5 10 10_15 >15 P value Significativité
(moyenne) N=9 N=6 N=4 N=3
Catalase 0,28+0,067 @ 0,34+0,090 0,2940,101 @ 0,19+0,12 P=0,0001 | ***
(U/min/mg
de protéine)

Tableau V : Variation des taux de la catalase en fonction de 1’hémoglobine glyquée chez les
DT1.

HBA1C % 6_6,5 6,5_7 7.8 >8 P value Significativité
N=2 N=3 N=4 N=13
Catalase (U/min/mg | 0,04+0,03 | 0,15+0,006 | 0,25%0,08 0,3+0,05 p>0.05 NS

de protéine)

56

Tableau VI: Variation des taux de la catalase en fonction de peptide C chez les DT1.

Peptide-C <1,57 Peptide-C >1,57 P value Significativité
(n=15) (n=7)
Catalase (U/min/mg de 0,23+0,048 0,25+0,0530 P=0,81 NS

protéine)
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Tableau VII : Evaluation de la variation des taux de la catalase en fonction des taux de

glycémie chez les DT1.

Glycémie <1,26 Glycémie >1,26 P value Significativité
N=5 N=17
Catalase 0,54+0,002 0,27+0,05 P=0,000002 oAk
(U/min/mg de protéine)

Tableau VIII : Evaluation de la concentration du MDA chez les diabétiques de typel et les

témoins.
Diabeéte typel Témoins P value significativité
N=22 N=23
MDA (pmol/ml) 2,8+0,27 0,63+0,02 0,00001 Tres significative

Tableau IX : Evaluation de la concentration de monoxyde d’azote chez les diabétiques de

typel et les témoins.

Diabéte typel Témoin P value significativité
N=22 N=23

NO 0,3955 £ 0,04031 0,2130 £ 0,02413 P=0,0002 oAk



Annexe V

catalase(U/min/g de proteine)

Nuage de Points : Glycémie (g/l) vs.catalase(U/min/g de proteine) (Obs.a VMignorées)
catalase(U/min/g de proteine) =,05965 +,07102 * Glycémie (g/)

Corrélation:r =,31593
14
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catalase(U/min/g de proteine)

Nuage de Points :c-pep (ng/ml) vs.catalase(U/min/g de proteine) (Obs.a VMignorées)
catalase(U/min/g de proteine) =,32531 - ,0393 *c-pep (ng/ml)
Corrélation:r =-,1990
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Annexe V

catalase(U/min/g de proteine)

Nuage de Points : Ins(ulU/ml) vs.catalase(U/min/g de proteine) (Obs.a VMignorées)
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catalase(U/min/g de proteine) =,25402 +,00265 * Ins (uIU/ml)
Corrélation:r=,13791
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Nuage de Points : HBAL1C %vs.catalase(U/min/g de proteine) (Obs.a VMignorées)
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catalase(U/min/g de proteine) =-5,350 + 58856 * HBA1C %
Corrélation:r =,72093
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Annexe V

catalase(U/min/g de proteine)

Nuage de Points :NO(mM) vs.catalase(U/min/g de proteine) (Obs.a VMignorées)

catalase(U/min/g de proteine) =,31917 - 0969 * NO(mM)
Corrélation:r =-,0882
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Nuage de Points : MDA(umol/ml) vs.catalase(U/min/g de proteine) (Obs.a VMignorées)

120

catalase(U/min/g de proteine) =,28425 +,99719 * MD A(umol/ml)
Corrélation:r =,99989
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