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RESUME

Cette étude a été menée afin d’évaluer chez des patients atteints de diabéte de type 1
(auto-immun), d’une part le taux des produits protéiques d’oxydation avancée, marqueurs
clés de I’oxydation des protéines (AOPP) et d’autre part d’étudier la relation de ces AOPPs
avec différents caractéristiques cliniques.

Notre étude a été réalisée sur 33 sujets diabétiques de type 1 hypertendus et
non hypertendus d’apparences saines et 33 sujets témoins sain recrutées au niveau
des différents ¢tablissements de santé. A coté de [’évaluation du statut oxydatif
(MDA, catalase) et la mesure un des parametres anthropométrique (IMC) et
hémodynamique (pression artérielle) le dosage des parameétres biochimiques :
lipidique, rénale et hépatique on été effectuer a fin de vérifier I’apparence saine de
nos diabétiques et témoins.

Nos résultats montrent que notre population diabétique est caractérisée par un

poids normal, une pression artérielle équilibrés au méme titre que le statut lipidique
rénale et hépatique. Ainsi qu’un age moyen de 36,1142,21 ans avec une
prédominance féminine et une valeur d’hémoglobine glyquée de 8,02+2,04 %.
Nos résultats montrent également que le taux de I’AOPP est plus élevé chez les DT1
par rapport aux témoins sans aucune différence significative entre les deux sexes et
les groupes de diabétiques classé en fonction de la durée du diabéte.. En revanche, il
existe une différence hautement significative entre le taux de I’AOPP et l’age du
début du diabéte.

La peroxydation lipidique est ainsi plus élevée chez les DT1 alors que le taux
de Tactivit¢ anti-oxydante (catalase) est plus faible chez les DT1 par rapport aux
témoins.

Nos résultats montrent aussi que le taux de I’AOPPs est négativement corréler
avec le statut glycémique (glycémie et HbAlc) et le MDA, cependant une
corrélation faiblement positive avec ’activité de la catalase
Les concentrations élevées de I’AOPP au cours d’une hyperglycémie chez les DTI
suggerent son implication dans la glycooxidation et les dommages oxydatifs

protéiques confirmant ainsi un état de stress oxydatif.

Mots clés : Diabete type 1, I’AOPP, Stress oxydatif, oxydation protéique, MDA, catalase.
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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate in patients with type 1 diabetes
(autoimmune), firstly the rate of advanced oxidation protein products, key markers
of protein oxidation (AOPP) and secondly to investigate the relationship of these

AOPPs with different clinical characteristics.

Our study was conducted on 33 subjects with diabetes type 1 hypertensive and
non hypertensive with healthy appearances and 33 healthy control subjects recruited
in the wvarious health establishment. Besides the evaluation of oxidative status
(MDA, catalase) and a measurement of anthropometric parameters (BMI) and
hemodynamic (blood pressure) the determination of biochemical parameters: lipid,
one kidney and liver were performed in purpose of verifying the healthy appearance

of our control and diabetic.

Our results show that our diabetic population is characterized by normal
weight, blood pressure balanced as well as the renal and hepatic lipid status. And an
average age of 36.11 + 221 vyears with a female predominance and a glycated
hemoglobin value of 8.02 + 2.04%.

Our results also show that the rate of AOPP is higher in TIDM compared to
controls with no significant difference between the sexes and diabetic groups
classified according to the duration of diabetes.. However, there is a highly

significant difference between the rate of AOPP and the age of onset of diabetes.

Lipid peroxidation is thus higher in T1D while the rate of antioxidant activity
(catalase) is lower in TIDM compared to controls.

Our results also show that the rate of AOPPs is negatively correlated with
glycemic status (blood glucose and HbAlc) and MDA, however, a weak positive

correlation with the activity of catalase

High concentrations of AOPP during a hyperglycemia in T1DM suggests its
involvement in the glycooxidation and protein oxidative damage confirming a state

of oxidative stress.

Keywords: Type 1 diabetes, AOPPs, oxidative stress, protein oxidation, MDA,
catalase.
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Depuis la découverte des radicaux libres et de leurs especes dérivées par les
chimistes, I’existence de ces entités dans l’organisme vivant a amené la biologie a
prendre en compte leurs réles. Ces radicaux libres sont des espéces chimiques a trés
forte réactivité et capables d'oxyder une trés grande variété de biomolécules dans
I’organisme (Harman, 1956). Heureusement ! L’organisme est doté de défenses

anti-oxydantes intrinséques, dans le but de détruire ces radicaux libres.

On parle de stress oxydant lorsque I’organisme ne parvient plus a gérer ces
entités, suite a une production excessive par rapport a ces capacités anti-oxydante.
En effet ce stress oxydant est impliqué dans presque toutes les grandes pathologies

de notre siecle tel que le diabéte.

Au cours du diabete, I’hyperglycémie chronique entraine une production
excessive de radicaux oxygénés toxiques conduisant a un stress oxydant, qui est a
son tour a I’origine de la destruction des cellules béta pancréatiques au cours du

diabete de type 1.

Cet état de stress conduit a long terme a des dommages oxydatifs de nombreux
macromolécules, les protéines par leurs abondances relatives et leurs capacités de
piéger sont considéré comme les principales cibles, et marqueurs biologiques du

stress oxydatif.

L’oxydation des protéines peut conduire a wune multitude de produits
secondaires parmi eux: les produits protéiques d’oxydation avancée (AOPPS), ces
derniers sont considéré a la fois comme de véritables marqueurs du stress oxydatif et
d’inflammation, accumulés dans de nombreux désordres métaboliques notamment

au cours du diabete et ses complications.

Partant de ce constat, I’idée originale de ce mémoire est d’étudier et d’évaluer,
chez des sujets diabétiques de type 1 hypertendus et non hypertendus, 1’estimation
du taux des produits protéiques d’oxydation avancée (AOPPs), et de rechercher la
relation du taux des AOPPs avec quelque caractéristiques cliniques (la durée, 1’age
du début du diabéte, et le sexe), avec 1’équilibre glycémique, ainsi qu’avec d’autres

parametres du stress oxydatif (Malondialdéhye et catalase).



Notre étude s’articule autour de trois chapitres qui englobent une recherche
bibliographique concernant le stress oxydatif, le diabete et régulation de la glycémie
ainsi que le lien qui se trouve entre le diabete et le stress oxydant. Le second chapitre
concerne les matériels et les meéthodes utilisé. Et le dernier chapitre est consacrée
aux résultats et discussion. Et enfin on termine par une conclusion, et des

perspectives.
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1.1. Stress Oxydant
1.1.1. Définition

Le stress oxydant est communément définit comme un déséquilibre entre le
systeme oxydant et les capacités anti-oxydantes d’un organisme, d’une cellule ou
d’un compartiment cellulaire (ROBERT, 2006 ; SARITA et AFREEN, 20013).

Un état ou les niveaux des ERO submerge significativement la capacité des
défenses anti-oxydantes (YUNBO, 2011), I’organisme se retrouve dans une situation
ou il ne peut plus contrbler la présence excessive de radicaux toxiques (HALENG et
al., 2007).

Il est maintenant connu que de nombreux désordres pathologiques
impliquent a un degrés plus au moins important le stress oxydant (GARDES-
ALBERT, 2006) tel que le diabéte dont il a été observé a la fois une augmentation
de la production des radicaux libres et une diminution des défenses anti-oxydantes
conduisant ainsi & une augmentation des marqueurs du stress oxydant (MARITIM
et al., 2003) ( Figure 1).

La mise en évidence du stress oxydant implique le plus souvent la
détermination des anti-oxydants enzymatiques et non enzymatiques, ainsi que la
mesure des dommages oxydatifs (HALENG, 2007).
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Figure 1 : La balance d’équilibre entre les systémes pro et antioxydants

(VIBHA et UMESH, 2015).



1.1.2. Les radicaux libres et les espéces réactives oxygénées (EROs)

Un radical libre est une espéce chimique (atome ou molécule) qui posséde un
¢lectron célibataire c¢’est-a-dire non apparié. Cette caractéristique le rend instable et
lui procure une grande réactivité vis-a-vis des molécules environnantes (YUNBO,
2011 ; LEVERVE ,2009).

Les radicaux libres sont des molécules chimiques instables produites en
faible quantité par I'organisme. lls sont principalement synthétisés dans la cellule
lors de réactions avec l'oxygene, donnant naissance dans 1’organisme a des dérivés
qui, chaque jour, causent des dégats a nos cellules. Ces dérivés sont appelés Especes
Réactives de I’Oxygene (ERO).

Le terme ERO est un nom collectif qui inclut non seulement les radicaux
libres de 1’oxygéne mais aussi plusieurs espéces non radicalaires auX capacités
oxydantes et contenant un ou plusieurs atomes d’oxygéne. Le tableau 1 reprend la

nomenclature des espéces réactives, incluant les principales ERO.

Tableau 1: les principales espéces réactives d’oxygénes radicalaire et non-
radicalaire.
Radicalaires Non —radicalaire
Les espéces réactives de Peroxyde d’hydrogéne, H20»
I’oxygéne Anion superoxyde, Oz°- acide hypochloreux, HOCI

Radical hydroxyl, HO®

Radical peroxyle, ROO® oxygeéne singulet, ‘Oz

Les espéces réactives de Monoxyde d’azote, NO’ Peroxynitrite, ONOO"
I’azote Nitrique dioxyde, NO>
Chlorure de nitrile, NO2CI
Les especes réactives du Chlore atomique, CI’ Acide hypochloreux,HOCI
chlore Chloramine, R-NHCI

(ADLY, 2010 avec modification)

L’anion superoxyde malgré qu’il est le moins réactif (RONDEAU, 2009), il
est d’une importance capitale puisqu’il est ’espeéce primaire produit dans la cellule,

et de nombreux autres espéces réactives dérivés du radical superoxyde 02" , le



radical hydroxyle OH ™, le peroxynitrite ONOO", et le peroxyde d’hydrogéne H20;
(THAOet al,. 2003), il partage avec le peroxyde d’hydrogéne H.O> la capacité de
traverser les membranes cellulaires et dont agir a distance du tissu producteur
(BENJAMIN, 2015) .

D’aprés (GARDES-ALBERT et al. (2003), la majeure partie de la toxicité
du peroxyde d’hydrogéne H.O> provient de sa capacité a générer le radical
hydroxyle en présence de cations métalliques tel que Iion ferreux Fe?* par une

réaction, dite de Fenton(1) :
H202 + Fe? —— OH +Fe®*+0H (1)

Le radicale hydroxyle est considéré parmi les especes les plus agressives et
dommageables du stress oxydant (GARDES-ALBERT et al., 2003) puisqu’il ne
peut étre deétruit enzymatiquement (AUBERVAL, 2010), et est capable initié la
peroxydation lipidiqgue (GOUDABLE et FAVIER, 1997).

En comparaison le NO’ est moins réactif, mais exerce son effet toxique par la

formation du peroxinitrite en réagissant avec [’anion superoxyde (SZABO et al,

2007) .

Dans les circonstances quotidiennes normales (BAROUKI, 2006) les Eros
sont produites en permanence a l’intéricur des cellules a des concentrations
physiologiques (ANNIKA et al., 2013), jouant un réle de messager secondaire
capable de réguler le phénoméne d’apoptose des cellules évaluant vers un état
caséeux, d’activer la transcription du NFKB et P38-MAP Kkinase, eux méme
responsables de [I’activation de génes impliqués dans la réponse immunitaire
(LEVESQUE, 2006). Par contre, une surproduction des ces EOA se traduit par un
effet toxique en activant des genes codant pour des cytokines pro-inflammatoire
(HALENG et al., 2007), et induisant un phénomene d’apoptose dans les cellules
saines (LEVESQUE, 2006).

L’acide hypochloreux (HOCI) est un puissant oxydant chloré
bactéricide = (MONGENS, 2013), produit par les cellules phagocytaires
activees  principalement par les neutrophiles grice a Il’action de la
myéloperoxydase (MPO), qui a la faculté de catalyser la réaction suivante
(2) (CAPEILLER et al., 2004 ; BENJAMIN, 2015).



H20: + ClI , HOCI + OH~ (2)

la MPO se diffuse tres bien au travers les membranes, entrainant des dégats sur
les protéines et les lipides (BENJAMIN, 2015).

I’acide hypochloreux HOCl en présence de l’anion superoxyde peut générer le
OH" (3), renvoyant au role centrale de I’anion superoxyde, qui malgré sa faible
réactivitt donne naissance a plusieurs espéces réactives encore plus toxiques
(BENJAMIN, 2015) en réaction avec les résidus protéiques, ’'HOCI génére des
produits oxydées et des produits chlorées avec les groupe amines selon la réaction
(4) (TOSHIO et al., 2011) (Figure 2).

HOCI+ 0, ——> 02 + OH’ (3)

RNHCI+0;" — 5 RNH°+ClI'+02 (4)
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Figure 2 : Produits d’oxydation des résidus acides aminés par I’acide hypochloreux

(TOSHIO et al., 2011).



1.1.3. Les sources cellulaires

Les ERO sont majoritairement produites dans la mitochondrie (Figure 3) par
la chaine respiratoire (RONALD, 2011), la mitochondrie est considérée comme la
principale source endogéne géneratrice des radicaux libres (ANNIKA, 2013) induit
par I’hyperglycémie dans le diabéte (SARITA et AFREEN, 2013).

le long du transport d’électrons au niveau de la chaine respiratoire
mitochonfriale (LAZO et FERNANDEZ, 2013) 0,4 a 4% de l’oxygene moléculaire
sera réduit en HO (LAZO-DE-LA-VEGA MONROY, 2013) pour fournir de
I’énergie aux cellules (HALENG et al., 2007), et subit une réduction mono-

électronique, pour produire I’anion superoxyde O (RONALD St-Louis, 2011).

Les RL sont aussi formé a partir de source non-mitochondrial (Figure 3)
incluant des enzymes du métabolisme et de I’inflammation tels que les NADPH
oxydases, (NOX), les monoxydes d’azote synthéase (Nos) et la MPO (SARITA et
AFREEN, 2013; BENJAMIN, 2015), il a ét¢é démontré que I’inflammation est
considéré comme un facteur contribuant & augmenter le stress oxydatif par
infiltration des cellules inflammatoires (neutrophiles et monocytes) productrices
d’especes réactives (SAVINI et al ., 2013 ; SUBRATA, 2015)

La NOX est un complexe enzymatique présent dans les membranes
plasmatiques des neutrophiles et des macrophages, on le retrouve aussi dans les
cellules endothéliales et dans les cellules musculaires lisses (STRALIN et
MARKLUND, 2000; JAIRAM et al., 2012). Son réle principal est de générer le
radical superoxyde O~ en transférant des électrons du NADPH au dioxygéne O
(BENJAMIN, 2015), conduisant a une expansion des lymphocytes T dans le carde
de l’auto-immunité (TSE et al.,, 2007). L’isoforme phagocytaire de la NOX activée
en réponse a des cytokines pro-inflammatoire (SUBRATA, 2015) provoque une
production massive des EROs, et jouant un role clé dans le premier linge de défense

contre les micros organismes pathogénes (RONALD-St-Louis, 2011).

La Nos exprimé de maniére constitutive au niveau des cellules endothéliales
(eNOs) et celle exprimé de maniere inductible (iNOs) dans le cytosol des
hépatocytes et des cellules des ilots pancréatique (BENJAMIN, 2015) catalysent la



formation du NO° a partir de 1’acide aminé L-arginine (HALLIWELL et
GUTTERIDGE, 2008).

La MPO est une enzyme présente en grande concentration dans les
granules des neutrophiles et dans une moindre mesure dans les monocytes, elle est
activée durant 1’explosion respiratoire des phagocytes au méme titre que la NOX. La
MPO est capable d’oxyder un grand nombre de substrat, en utilisant le peroxyde
d’hydrogéne pour produire d’autres espéces réactives de 1’oxygéne (HALLIWELL
et GUTTERIDGE, 2008).
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Figure 3 : les sources des espéces réactives de I’oxygeéne. (RONDEAU, 2009)

1.1.4. Cibles biologiques des EOA

Au cours du vieillissement les espéces réactives augmentent en raison d’une
capacité limitée des systéemes anti-oxydantes et des mécanismes de réparation
(ANNIKA et al., 2013), ce méme concept il a été observé chez les patients
diabétiques et pré-diabétigues (MAXWELL et al.,1997), «ce qui conduit
inévitablement a une grande modification oxydative des protéines, des lipides et des
acides nucléiques (FAVIER, 2007).



1.1.4.1. Dommages oxydatifs de ’ADN

L’ADN représente la mémoire de toute la composition biochimique des étres
vivants (FAVIER, 2003), c’est la cible privilégiée pour les EOA (HALENG et al.,
2007) . Cing classes principales de dommages oxydatifs médie par OH® et 0>
peuvent étre générées. Parmi elles, les sites abasiques, des adduit intra-caténaire,
des cassure de brin, des pontages ADN-protéine (FAVIER, 2003), et des bases
oxydées  conduisant notamment a la formation de 8-exo-guanine, a [I’origine de
mutation génétique ce qui explique la gonocyté des RL (MOREL et BABOUKI,
1998) (Figure 4).
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Figure 4 : les altérations de I’ADN entrainées par attaque radicalaire du patrimoine génétique

de la cellule (FAVIER, 2003 ; BENJAMIN, 2015).

Notons que I’ADN mitochondrial, du fait de sa proximit¢é avec la chaine
respiratoire site éminent de production des ERO, est particulierement exposé a
I’oxydation (BECKMAN et AMES, 1999).

1.1.4.2. Dommage Oxydatifs des lipides

Les lipides membranaires, particulierement les acides gras polyinsaturés en
raison de leur double liaison (RONALD St-Louis, 2011) sont sensibles a

I’oxydation par les métaux et les radicaux libres oxygenes. Cette réaction



d’oxydation non enzymatique en chaine, appelée peroxydation lipidique est la cible
privilégiée du radicale OH° (COLAS, 2010) qui se déroule en trois étapes:

> Initiation ;
» Prolongation ;

> Propagation ;

donnant la formation de trés nombreux produits
(aldéhydes) (THEROUND,
cellulaires sont a 1’origine d’une altération de la fluidit¢ membranaire qui conduit
(HALENG et al., 2007). Ainsi lattaque des lipides
circulant aboutit a la formation de LDL (lipoprotéines de densité légere) oxydées
qui,
d'athérome (SAAD et al., 2006).

primaires
2006) (Figureb), dont

(hydroperoxydes) ou

secondaires les conséquences

inévitablement a la nécrose

captées par des macrophages, formeront le dép6t lipidigue de la plaque

Parmi les aldéhydes formeés,
(MDA) (LEFEVRE et al., 1998), il est
lipidiques et du stress oxydant, son augmentation contribue dans le développement

des complications diabétiques ( BRAHM et al., 2013).

le plus connu est le dialdéhyde malonique
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des produits terminaux formés (FAVIER, 2003)



1.1.4.3.Dommages Oxydatifs des protéines

Les protéines sont les molécules biologiques vitales importantes  pour la
cellule, impliqués dans de nombreuses fonctions physiologiques (BRAHM, 2013),
en raison de leur abondance dans les systémes biologiques (BELKHETRI, 2010 ;
ANNIKA et al.,, 2013), et leur capacités a piéger jusqu’a 75% (JEAN-LOUIS et
GENEVIEVE, 2011) les espéces réactives (GRAZIANO et al.,, 2014), et la faible
teneur des fluides extracellulaires en enzymes anti-oxydantes (WEI et al., 2014)
sont considérés comme des cibles majeures pour les modifications oxydatives,
accompagnant les maladies neurodégénératives, et une large variété de troubles liés
al’age (ANNIKA et al., 2013).(Figure 6)

I’oxydation des protéines est un processus commun durant 1’inflammation
(GUILHERME et al.,, 2016), ou de nombreuse maladies inflammatoires chroniques
incluant le diabéte et l’athérosclérose, sont caractérisées par 1’augmentation du stress
oxydant et par des niveaux systémiques de protéines oxydées (GUILHERME et
al.,2013).
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Figure 6 : La modification des protéines et les pathologies associées (RONDEAU, 2009).

En présence des espéces réactives ou leurs sous-produits comme celles de la
peroxydation, les protéines peuvent subir une oxydation de leurs acides aminés les
plus sensibles, tels que les acides aminés aromatiques et soufrés (FINKEL, 2000 ;
ANNIKA et al., 2013) (Figure 7) .
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Figure7 : Exemple d’attaque des EROS sur les acides aminés (RONDEAU, 2009).
Tous ces attaques oxydatifs ont par conséquence la modification de la
structure, et de la fonction des protéines, ainsi que ses caractéristiques

spectroscopiques (WITKO-SARSAT et al.,

1999), et peut également conduire a la

formation de protéines réticulées de poids moléculaire plus élevé et/ou des produits
protéiques de poids moléculaire inférieur (RODNEY, 2002) due a la fragmentation
par oxydation de la chaine carbonée (VIBHA et UMESH, 2015) (DALLE-DONE
005; BACHI 2013) qui seront prises en charge par des systéemes de
réparation ou d’¢élimination (RONDEAU, 2009) (Figure 8).

et al., et al.,
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Figure 8 : Devenir des protéines oxydées (RONDEAU, 2009).

ces différents types de modification sont a I’origine de la formation des
protéines carbonylées (ISABELLA et al., 2002) qui constituent les marqueurs
précoces de I’oxydation des protéines (THAO et al.,, 2003), et qui ont été apportées
en grande quantité chez les patients diabétiques (BARAHL, 2013). Les protéines
carbonylées sont des composés organiques contenant des fonctions aldéhydes
(CH=0) ou cétones (C=0) (BENJAMIN, 2013) formées par oxydation des acides
aminés lysine, arginine, et proline situés sur les chaines latérales des protéines et par
clivage des liaisons peptidiqgues (ISABELLA et al.,, 2003; VIBHA et UMESH,
2015). Cependant la lysine et l’arginine peuvent se combiner avec des carbohydrates
selon un processus de glycoxydation pour donner les produits de glycation avancés
(AGEs) potentiellement immunogénes et pouvant déclencher une réponse auto-
immune (RONDEAU, 2009).

L’halogénation et la nitration sont deux autre types de modification des
protéines due a une sur stimulation des phagocytes (Figure 9). La nitration est
secondaire a un excés du NO conduisant a la formation de nitrotyrosine par action
du peroxinitrique (THAO et al., 2003; FERNANDEZ, 2013).



Tandis que 1’halogénation, plus particuliecrement la chloration est due a
I’action de I’HOCI et des chloramines sur les protéines, conduisant a la formation
d’une famille de molécules hétérogénes définie comme produits protéiques

d’oxydation avancée (AOPPs). (FERNANDEZ, 2013).
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Figure 9 : Les principales voies métaboliques du stress oxydatif lié & la surstimulation des
phagocytes (FERNANDEZ, 2013).

1.1.5. Les produits protéiques d’oxydation avancée :

Les protéines plasmatiques principalement I’albumine, la  fibrinogéne
(AGNIESZKA, 2010) a c6té du collagene de la matrice extracellulaire
(NOWOTNY et GRUNET, 2014) sont considéré comme les molécules les plus
vulnérables aux EROs (GUILHERME et al., 2014), dont I’oxydation chlorée
médiée par le systeme MPO/H.O2/CL™ contribue de maniére significative a la
formation des produits protéiques d’oxydation avancée (AOPPS), une famille de
composés hétérogene avec divers modification structurale impliqué dans un certain

nombre de pathologies inflammatoires chroniques tel que le diabéte et



I’athérosclérose (LAEMML, 1970) et considéré comme le parametre le plus
approprier pour la détermination du stress oxydatif chez les patients présentant un
syndrome métabolique (DANIELLE, 2015).

L’albumine humaine sérique est considéré jusqu’a maintenant la principale
protéine responsable de la génération des AOPPs qui sont en étroite corrélation avec
les niveaux de di-tyrosine (WITKO-SARSAT et al., 1996).

En effet, YASUNORIE et ses collaborateur en 2006, ont montré que
I’albumine oxydé était surtout présenté sous la forme d’agrégats multimoléculaires,
résultant probablement de di-tyrosine réticulée ou des ponts disulfure, en outre
I’analyse des acides aminés  indiques que [’oxydation de [’albumine induit une
modification significative en  résidus di-tyrosine et des acides aminés  basique
(Tableau I1) (YASUMORI et al., 2006).

Par conséquent, les AOPPs ont été définit comme des produit protéique réticulé
contenant des di-tyrosines (WEI et al., 2014) ainsi que des groupes carbonylés sont
présents en grande quantitt (AGNIESZKA, 2010), formés par une activité
dépendante de la MPO via la production des oxydants chlorées: HOCL et
Chloramines (CAPEILLERE-BLAUDIN et al., 2004), mais pas exclusivement
(CAPEILLERE -BLAUDIN et al., 2004). La réaction de fenton représente une
voie alternative de la formation des AOPPs, étant donné que c’est une source
importante d’ERO spécifiquement durant le processus inflammatoire. (LAEMML,
1970).

Tableau Il : Changement de la composition des acides aminés de 1’albumine oxydée
(YASUNORIE et al., 2006).

Amino acids Literature Control-HSA Oxi-HSA
value (n=3) (n=3)
Thr 28 22.5+0.3 22.4+0.4
Ser 24 24.5+0.2 24.610.3
Gly 12 12.0+0.3 12.8+0.3
Ala 62 62.0+0.4 62.0£0.1
Val 41 38.6+0.2 39.4+0.4
Met 6 3.2+0.1 2.14£0.2
Ile 8 7.7£0.5 7.8+0.1
Leu 61 61.3+0.4 61.8+0.1
Tyr 18 16.0£0.3 6.7+0.4*
Lys 59 53.0+0.1 26.9+0.4*
His 16 15.1+£0.4 14.5+0.4
Arg 24 23.9+0.4 18.6+0.3*
*Significantly different (P <0.01) from control-HSA.
Data are mean +SD.




Bien que les mécanismes de dégradation et d’¢limination des AOPPs restent
a étre élucide, il semble que le foie et la rate sont principalement responsable
(LAEMML, 1970).

A cause de l’analogie structurale entre les AGEs et les AOPPs (WITKO-
SARSAT et al.,, 1999) il semble que ces derniére partage les méme propriétés et
activités biologiques des AGEs, et se lient également aux mémes récepteurs a savoir
les RAGE (AGNIESZKA, 2010) responsable de [I’activation de la voie redox
impliquant la NOX et le NFkB (MIW et al., 2012), mais se lient aussi aux
récepteurs scavengers CD36 (QIAN et al., 2015).(Figure 10)
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Figure 10 : Récepteurs et voie de signalisation des AOPPs (WElI et al ., 2014)

Les AOPPs ont eté considérés a [Iorigine comme des marqueurs des
dommages oxydatifs des protéines (WITKO-SARSAT et al, 1996 ;WITKO-
SARSAT et al., 1998), mais sont maintenant identifies d’étre capable de déclencher
I’explosion respiratoire dans les neutrophiles et les monocytes, et apparaissant ainsi
a agir comme de véritable médiateurs inflammatoires (GRONE et al., 2002 ;
DESCAMPS-LATSCHA et WITKO-SARSAT, 2001), responsables de
I’activation du facteur de transcription NF«B (AGNIESZKA, 2010) impliquée dans
la transcription et la libération des cytokines pro-inflammatoires tel que les TNF-a
(WITKO-SARSAT et al.,1998) qui aprés liaison avec leur récepteurs de mort

(TNF-R1) présents notamment sur la surface les cellules [ pancréatiques



(CARDOZO, 2007) induisent 1’apoptose ,l’activation du NF«B (GEOFFREY et
al., 2006) et la génération des EROs (MITTAL et al., 2014).

Les AOPPs malgré qu’ils sont la conséquence d’un stress oxydatifs
chronique sont d’autre part capable de promouvoir la production des EROs en
particulier le radical superoxyde par un mécanisme impliqguant la NOX -une voie
dépendante de la PKC- conduisant a une boucle de rétroaction positive (WEI et al.,
2014) (ZHOU et al., 2009), cette production est a ’origine de I’activation du NFkB
qui régule D’expression des geénes de cytokine pro-inflammatoire (SUBRATA,
2015), ainsi la présence de forte concentration intracellulaire de H>O, peut induire la
libération du cytochrome C et des AIF des mitochondries dans le cytosol ou ils
déclenche 1’activation des caspases conduisant a la mort cellulaire par apoptose
(LAZO-DE-LA-VEGA MONROQY et al., 2013).

Cependant la composition moléculaire des AOPPs n’est pas claire (BOCHI et
al., 2016), en plus les voies et les protéines cibles pour la formation sont largement
inconnues (COLOMBO, 2015) .

1.1.6. Systeme de défense

Compte tenu du caractere toxique de ces radicaux libres, I’organisme a mis
en place des systémes de défense pour se protéger des effets délétéres qu’ils puissent
induire (HLENG et al., 2007).

HALLIWELL et GUTTERIDHE définissent un antioxydant comme «toute
substance qui, présente a faible concentration par rapport a celle du substrat
oxydable, retarde ou inhibe significativement 1’oxydation de ce substraty (PACKER
et al, 2000 ; GRERORY, 2009). a fin de maintenir un environnement réduit
(MEGHAN et al., 2011). Ces antioxydants peuvent prévenir directement la
formation radicalaire (GRERORY, 2009) comme ils sont capables de piéger
directement les ERO et les ERN par des reactions enzymatiques ou bien réparer les
dommages oxydatifs qu’ils induisent (YOUNBO, 2011)



Les différents systemes de défense anti-oxydante interviennent en cascade en
fonction de leur localisation et de leur affinité pour les différents FRO produit
(THAO et al., 2003) (Figure 11).
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Figure 11 : Pyramide des systemes de défenses antioxydants (AUBERVAL, 2010).

Il existe 2 sources de défense anti-oxydante (Figure 12),1’une apporté par
I’alimentation sous forme de légume et fruit (vitamine C, vitamine E, Caroténoide,
Flavonoide, Glutathion) Et 1’autre endogéne composé d’enzymes (SOD, GPx , Catalase) qui
sont connus pour étre des antioxydants intracellulaire (4) nécessitant parfois des oligoélément
(sélénium, cuivre, zinc) comme cofacteur pour pouvoir exercée leur activité et de protéines
plasmatique (Ferritine, Transferrine , albumine). (HALENG et al., 2007 ; PINCEMAIL et
al ., 2009).

Chez les patients diabétique ces mécanismes antioxydants sont diminué et
des niveaux exceptionnellement bas en SOD et catalase sont détecter dans les
mitochondries des cellules B pancréatiques (LAZO-DE-LA-VEGA MONROY et
al., 2013).
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Figure 12 : Mode d’action des principaux systémes enzymatiques antioxydants et de leurs
cofacteurs métalliques (FAVIER, 2003 avec modification).

1.2. Diabete type 1 et homéostasie glycémique.
1.2.1. Diabete sucreée

Selon 1’association américaine du diabéte (ADA) (2010), Le diabéte sucré est
désigné comme étant un groupe de maladies métaboliques caractérisé par une
hyperglycémie résultant du défaut de la sécrétion, ou de l'action de I’insuline, ou les
deux en méme temps. L’hyperglycémie chronique du diabéte est associée a des
dommages a long terme, un dysfonctionnement, et la défaillance des différents
organes, en particulier les yeux, les reins, les nerfs, le cceur, et les vaisseaux
sanguins (LAZO-DE-LA-VEGA-MONROQOY, 2013; DROUIN et al., 1999)

Ainsi, les critéere biologiques du diagnostic indique que le diabéte correspond
a une glycémie a jeun supérieure a 1,26 g/l (7 mmol/l), ou une glycémie supérieure
a 2 g/l (11,1 mmol/l) a n’importe quel moment de la journée (RODIER, 2001), ou
une hemoglobine glyquée supérieure a 6,5% (ADA, 2009 ; MARK et al., 2014).



1.2.1.1. Diabete type 1

Le DT1 ou le diabete insulinodépendant est une maladie multifactorielle
(DENEMAN, 2006; KIM et POLYCHRONAKOS, 2005) résultant d’une
destruction sélective et progressive des cellules [ pancréatique par un processus
auto-immun pendant une période asymptomatique qui se prolonge souvent pendant
de nombreuses années (MICHEL, 2001) aboutissant a une  carence absolue en
insuline (JI-WON et HEEN-SOOK, 2005) .

Le DT1 est une maladie complexe, qui apparait liée a la conjonction d’une
susceptibilité génétique, et de facteurs environnementaux, développé généralement
chez les jeunes et représente environ 5 a 10% de la population diabétique dans le
monde (JI-WON et HEEN-SOOK, 2005 ; LOUI, 2010).

Dans 90% des DT1, les personnes nouvellement diagnostiquées présentent
souvent des caractéristiques d’une contribution immunologique a la pathogenese de
la maladie tel que les auto-anticorps d’ilot (MARK et al., 2014) dirigés contre des
auto-antigénes ( insuline- GAD- ZnT8- 1A-2) (MIN et al., 2014), ces auto-anticorps
en plus d’avoir une valeur diagnostique pour le DT1 (DRIMALDI, 2000) , peuvent
aider a identifier les personnes a risque, puisqu’il apparaissent des mois voire des
années avant I’apparition des troubles métaboliqgues (AUBEVAL, 2010), cependant
en I’absence de ces marqueurs le diabéte est dit idiopathique (MARK et al., 2014).
Ces auto-anticorps sont des marqueurs fiables du déroulement du processus auto-
immun pathologique (KNIP et SILJANDER, 2008).

1.2.1.2. Terrain géenétique de susceptibilité et facteurs déclenchant

Le DT1 est clairement considéré comme un trouble polygénique (MIN et al.,
2014), dont les individus sont nés avec divers degrés de susceptibilité génétique
(MARK et al.,, 2014), cette derniere apparait comme une condition préalable pour
le developpement du DT1 (JI-WON et HEEN-SOOK, 2005). (Figure 17)

Prés de quarante locis ont été connu (MARK et al., 2014) d’étre impliqué
dans I’étape de  présentation  antigénique = (DUBOIS-LAFORGUE,  2007),
I’association du DT1 se fait essentiellement avec certain alléles du geéne HLA de

classe Il (LOUI, 2010), le génotype présente par une hétérozygotie DR3-



DQ2/DR4-DQ8  confere le risque le plus éleve (LOUI, 2010; NERUP et al,
1994).

A ce stade le processus conduisant a la maladie n’a pas encore débuté
(MICHEL, 2001), mais I’incrimination de certains facteurs environnementaux tel
que les infections virales (LOUI, 2010; JI-WON et HEEN-SOOK, 2005) peuvent
conduire au déclenchement de la réaction auto-immune et la dégradation progressive
de la capacité insulino-sécrétoire , conduisant & la fin & une hyperglycémie
chronique et des manifestations cliniques du diabete (& savoir une polyro-polydipsie,
un amaigrissement en dépit d’une appétit conservée voir augmentée) (MICHEL,
2001) Cela aura lieu lorsque environ 70% des cellules B sont détruites
(AUBEVAL, 2010) (Figure 13)
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Figure 13: développement du diabéte type 1 (PHILIPS et ACHEEN, 2003)
Les mécanismes par lesquels ces virus (rubéole — coxsackie) pourraient

participer a la diabétogénes, sont la libération d’auto-antigénes par la lyse des

cellules B infectées, un mimétisme moléculaire entre les protéines virales et les

antigenes des cellules B (ALESSANDR et DECIO, 2007; LOUI, 2010).




1.2.1.3. Destruction des cellules  par un processus auto-immun

La destruction des cellules B résulte d’une combinaison des mécanismes
spécifiques de I’antigéne (cellules T auto-réactives) et non spécifiques de I’antigéne
(production des cytokines et ERO) (MANDRUP-POULSEN, 2003), elle est

caractérisée par infiltration des cellules immunitaire insulite dans ces ilots

pancréatiques (LOUI, 2010) (Figure 16).

Les cellules de I'immunité tels que les macrophages et cellules dendritiques
sont les premiers a entrer dans les ilots pendant [I’insulite (DELMASTRO et
PIGANELLI, 2011; MIN et al., 2014), et sont responsable de la présentation des
auto-antigénes correspondant aux lymphocytes T auto-réactif (LOUI, 2010).

Les auto-antigénes libérés par les cellules B aprés la mort cellulaire ou une
infection virale (DIANA et al., 2011) , sont traités par les CPA (CDs, macrophages)
et présentés aux lymphocytes TCD4* en association avec le CMH Il au niveau des
neeuds lymphatiques du pancréas (JI-WON et HEEN-SOOK,.2005; MIN et al.,
2014). L’activation de ces derniers nécessite un premier signal par interaction
spécifique entre son recepteur (TCR) et le complexe CMH Il/peptide, un second
signal entre les molécules de co-stimulation (B7-CD28), le troisieme signal consiste
a des signaux solubles constitués de ERO- IL1B- TNFo (DINARELLO et al.,
1986) produits par les CPAs (Figure 14), les EROs en particulier sont aussi connus

d’avoir provoqué des dommages au niveau des cellules B (DELMASTRO et

PIGANELLI, 2011).
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Figure 14 : L’activation des cellules T CD4" par les cellules présentatrice d’antigéne

(DELMASTRO et PIGANELLI, 2011 avec modification).



Deux types d’activation sont ensuite possible, selon les cytokines
produites : la voie TH2 induit I’activation des lymphocytes B qui se différencient en
plasmocyte qui produit des auto-anticorps (BAALBAKI, 2013), et la voie TH1
majoritaire dans le DT1 (DUBOIS-LAFORGUE, 2007).

Les cellules TH1 produisent I’'IFNy et I’'IL2. D’une part I’'IL2 active les
cellules TCDs* perotoxique spécifique des cellules B pour devenir des cellules T
cytotoxique (JI-WON et HEEN-SOOK, 2005), considérés comme les exécuteurs
finaux de la destruction des cellules B (MIN et al., 2014), en libérant dans
I’environnement péri-cellulaire des proteéines cytotoxique (perforine) et des sérines
estérases toxiques (WONG et al., 2008), d’autre part ’IFNy va faire en sorte que les
macrophages deviennent cytotoxiques (Figure 15), et endommagent les cellules J
(JI-WON et HEEN-SOOK, 2005).
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Figure 15 : R6le des macrophages dans le développement du diabéte auto-immun (JI-WON
et HEEN-SOOK, 2005).

Les macrophages cytotoxiques produisent des  médiateurs solubles tels que
les RL oxygénés (H20, — O, - NO°) et des cytokines IL-1B qui sont spécifiques
des cellules pancréatiques (JI-WON et HEEN-SOOK, 2005) responsables de
I’activation du  facteur de transcription NFKkB et PKC (ALESSANDR et DECIO,
2007), le TNFa qui stimule la production du NO’ par la iNOs dans les cellules B et
I’IFNy ; tous ces cytokines sont détectés durant la phase primaire de I’insulite (JI-

WON et HEEN-SOOK, 2005).
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Figure 16: Etiologie du diabéte type 1(JI-WON et HEEN-SOOK, 2005).

1.2.2. Régulation des la glycémie

La glycémie est un paramétre métabolique crucial pour la survie et le bon
fonctionnement de 1’organisme, ce qui explique sa regulation fine. Elle est
maintenue a une valeur relativement constante proche de 1 g/l a jeun selon les
recommandations de I’OMS (CASSEL, 2014).

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

L’équilibre glycémique joue un r6le trés important dans la balance pro-

oxydants/antioxydants (GARDES-ALBERT et al., 2003; PINCEMAIL et al.,



2002). Par contre des variations trop importantes de la concentration du glucose

peuvent avoir des répercussions importantes sur 1’organisme (CASSEL, 2014).
1.2.2.1. L’insuline

L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante de 1’organisme (MAGNAN
et KTORZA, 2005), joue un rdle dans le contrdle de I’homéostasic du glucose en
stimulant son transport dans les cellules, et sa mise en réserve sous forme de
glycogéne dans le foie et les muscles, régularise ainsi le métabolisme lipidique en
favorisant le stockage des lipides dans le tissu adipeux blanc (MAGNAN et
KTORZA, 2005; JUSTIN et al., 2011) . L'insuline est également nécessaire pour
la synthése de I’absorption des acides aminés et des protéines (SESTI, 2006). Les
actions pléiotropiques de l'insuline sont cruciales pour le maintien de 1’homéostasie
normal des cellules et de permettre la prolifération et la différenciation cellulaire
(JUSTIN et al., 2011).

La molécule d’insuline est un  polypeptide d’un poids moléculaire d’environ
6kDa, hétéro-dimere constituée de deux chaines reliées entre elles par deux ponts
disulfures, la chaine A (22 acides aminées) avec un pont disulfure intra-caténaire et
la chaine B (30 acides aminées) (MAGNAN et KTORZA, 2005) (Figure 17).
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Figure 17 : Schéma de la molécule d'insuline (MALARDE, 2012).



L’expression du geéne de [D’insuline humaine située sur le bras court du
chromosome 11 (MAGNAN et KTORZA, 2005) est classiquement [1’apanage
exclusif de la cellule B du pancréas endocrine, elle est synthétisée sous forme de pré-
pro-insuline contenant le peptide signal (DASU et al, 2008; BOUGLE et
ANNANE, 2009) qui est responsable du passage du peptide en formation dans le
réticulum endoplasmique, & ce niveau des enzymes protéolytiques clivent la
séquence signal formant par la suite la pro-insuline (BOUGLE et ANNANE, 2009),
le peptide C a pour role de maintenir les ponts disulfures qui réunissent les chaines
A et B (MAGNAN et KTORZA, 2005) (Figure 18).
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Figure 18 : Synthése d’insuline et transport intracellulaire (MAGNAN et KTORZA, 2005).

1.2.2.2. Mécanisme de la réponse insulino sécrétoire au glucose

le glucose est I’agent stimulant le plus puissant de la biosynthése de I’insuline
(TALIOR et al., 2003 ;BOUGLE et ANNANE, 2009), exerce son effet en
augmentant la concentration intracytosolique du Ca?', ainsi que sa perméabilité
cellulaire (CHRISTOPHE, 2008).

Le glucose pénetre dans la cellule B par [D’intermédiaire d’un transporteur
GLUTL, le glucose phosphorylé est utilisé par la voie du glucose et la respiration
oxydative, ce qui est a 1origine d’une production accrue d’intermédiaires

phosphorylés a haute énergie (ATP) conduisant a I’inactivation des canaux K+ ATP



dépendants (MINAMI et al., 2004) en conséquence la dépolarisation de la
membrane plasmique permet [’ouverture des canaux calciques dépendants du
voltage, 1’augmentation de la concentration intracellulaire du Ca?* aboutira a la
fusion des vésicules d’exocytoses avec la membrane plasmique (MAGNAN, 2008)
(Figure 19).La sécrétion d'insuline dans le compartiment vasculaire s‘accompagne

de la libération d'une quantité équimolaire de C-peptide (CHEVENNE, 2007).
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Figure 19: Stimulation de la sécrétion d’insuline par le glucose par un mécanisme ATP
dépendant (MAGNAN, 2008).

1.2.2.3. Voies de signalisation intracellulaire de I’insuline

la signalisation normale de I’insuline se produit grice a I’activation de son
récepteur IR qui appartient a la superfamille des récepteurs a tyrosine Kkinase
(JUSTIN et SUSHIL, 2011; RIANT, 2009), La liaison de [I’insuline & son
récepteur induit des changements morphologiques du récepteur, déclenchant
I’activité tyrosine Kkinase intrinséque des Sous-unités [ transmembranaire, ce qui
permet [’autophosphorylation des résidus tyrosine, et [D’activation de deux voies

d’activation intracellulaire (BOUGLE et ANNANE, 2009).



La premiére voie est celle de la cascade MAP kinase appelée la voie du signal
de croissance (growth signal). Dans cette voie, I’association du récepteur IR avec les
protéines SHC et Grb2 aboutit a I’activation des molécules impliquées dans Ia
prolifération cellulaire et I’apoptose (BOUGLE et ANNANE, 2009).

La seconde voie est celle liée a I’IRS. Les IR trans-phosphorylent plusieurs
substrats dont IRS1 a 4, Gab 1, et Cbl. Cette premicre série d’évenement aboutit a
I’activation en aval d’autres molécules de signalisation comme la PI3-kinase
(BOUGLE et ANNANE, 2009) qui joue un réle essentiel dans le transport du
glucose via Iactivation de la kinase Akt/PKB, laquelle stimule la translocation

membranaire des transporteurs de glucose GLUT4 (DEMEYTS, 2005).

1.2.2.4. ROle des radicaux libres dans la sécrétion d’insuline

Dans le DT1 une altération de la sécrétion d’insuline est observée pendant les
¢tapes initiales, avant la destruction des cellules p (ISLAM, 2010), les EROs
perturbent et inhibent I’insulinosécrétion en inhibant la transduction du signal du
glucose dans les cellules B (KRIPPEIT-DRENS, 1994), en effet le H2O. diminue
le ratio ATP/ADP intracellulaire suite a une attaque mitochondriale, par conséquent
une  activation des canaux  potassiqgues ATP  dépendant entraine  une
hyperpolarisation membranaire qui empéche la libération d’insuline (AUBERVAL,
2010) (Figure 20).
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Figure 20: Effet du stress oxydant sur la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatique
(AUBEVAL, 2010).




1.2.3. Hyperglycémie et stress oxydant

1.2.3.1 Impact du stress oxydant et I’hyperglycémie sur les cellules 3

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

est le cas dans le diabéte (PILLON, 2010).

L’hyperglycémie est I'un des liens directs avec la production de radicaux
libres et la gestion du stress oxydant mitochondrial (LEVERVE, 2006), en
particulier les mitochondries des cellules [ pancréatiques ont des niveaux
exceptionnellement bas d’activit¢ en SOD et catalase (DELMASTRO et
PIGANELLI, 2011) ce qui rend ces cellules plus sensibles aux ERO et ERN, qui
jouent un role essentiel dans la stimulation des réponses inflammatoires et la
destruction des cellules [ par apoptose (LAZO-DELA-VEGA-MONROY et
FERNANDEZ-MEJIA, 2013).

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 l’origine du diabete de
type 1 par le phénoméne d’apoptose des cellules béta pancréatiques (Figure 21)
(BONNEFONTROUSSELOT et al., 2004).
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Figure 21: Relation entre I’hyperglycémie et le stress oxydant (BONNEFONT 2004).




1.2.3.2. Mécanismes impliqués dans la genése d’un stress oxydant dans le diabéte

D’apres DELATTRE et ses collaborateurs en 1999; BONNEFONT-
ROUSSELOT et ses collaborateurs en 2004, plusieurs mécanismes biochimiques
semblent étre impliqués dans le développement d'un stress oxydant en présence de
concentrations élevées en glucose, ainsi I’hyperglycémie contribue a wun stress
oxydatif soit par la génération directe des EROs ou en modifiant 1’équilibre
d’oxydoréduction (JUSTIN et SUSHIL, 2011) (Figure 22).

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 (RACCAH, 2004) qui comprend deux enzymes
l'aldose réductase (AR) et le sorbitol déshydrogénase (SDH) (OMOTAYO, 2012).
Elle conduit a la réduction du glucose en sorbitol par [I’intermédiaire d’aldose
réductase d’une maniére NADPH-dépendante, le sorbitol est ensuite oxydé en
fructose par le sorbitol déhydrogénase avec réduction du NAD en NADH (JUSTIN
et SUSHIL, 2011).

Dans des conditions normales, l'aldose réductase AR a une faible affinité
pour le glucose, tandis que dans des conditions hyper glycémique, il y a une
augmentation de I’activité enzymatique, et une diminution globale de NADPH(19),
ce dernier est un cofacteur essentiel pour la production du GSH, un antioxydant
intracellulaire (AHMAD et al., 2005)

Ainsi D’augmentation du sorbitol et sa conversion en fructose augmente le
ratio NADH/NAD" qui peut conduire a [Dactivation de la PKC et I’inhibition de
I’enzyme Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogénase (BROWNLEE, 2001).

Cette voie ne produit pas des EROs directement, mais elle contribue a un
déséquilibre global d’oxydoréduction de la cellule, qui conduit a un stress oxydatif
(JUSTIN et SUSHIL, 2011).

B. Voie des hexosamine

Sous des conditions physiologiques, une petite quantité de fructose-6-
phosphate provenant de la glycolyse est déviée vers la voie des hexosamines
(OMOTAYO, 2012); induisant la  formation de UDP-N-acétylglucosamine



(UDPGIcNac) par I’enzyme  glucosamine  fructose  amido-transférase  (GFAT)
(DENIS, 2002 ; LOSSER et al., 2009).

Comme pour les autre voies, avec une hyperglycémie chronique la voie des
héxosamines devient renforcée (FIGUEROA-REMERO et al., 2008), cela conduit
a des modifications dans I’expression génique des facteurs de transcription TGFa et
TGFB qui contribue aux complications micro-vasculaire du diabéte (SCHLEIHER
et WEIGERT, 2000).

C. Voie des protéines kinase C (PKC)

L’hyperglycémie peut contribuer a la production directe et indirecte des
EROs via D’activation de la voie DAG-PKC (BROWNLEE, 2001). Les différents
isoformes de la PKC sont activés par le second messager lipidique DAG, cette
activation se traduit par une séric d’altération de la signalisation cellulaire (JUSTIN
et SUSHIL, 2011).

en effet les PKC activés contribuent a un environnement oxydatif par

production excessive d’EROs en activant le NFkB et divers NADPH oxydase
(BROWNLEE, 2001).

D. Glycation des protéines

L’hyperglycémie augmente 1’intensit¢é des réactions dites de glycation non
enzymatiques des protéines, (GILLERY, 2006). Elle intéresse évidemment toutes
les protéines de 1’organisme (PERLEMUTER et al., 2000).

Cette réaction résulte de la formation d'une liaison covalente entre la
fonction aldéhyde 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 produits de glycation avancée (AGE) ou produits
de Maillard (BONNEFONTROUSSELOT 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 leur récepteur membranaire (RAGE).



La fixation des AGE sur RAGE declenche une signalisation entrainant un
stress oxydant intracellulaire (GILLERY, 2006). Ils induisent aussi un état
inflammatoire en activant le facteur de transcription NF-Kb, la production de TNFa
(LOSSER et al., 2009) .
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Figure 22 : Voies oxydatives de stress dans le diabéte sucré

(LAZO-DE-LA-VEGA-MONROY et FERNANDEZ-MEJIA, 2013).



Materiel et
methodes



Afin d’estimer les dommages oxydatifs des protéines causes par le stress
oxydant chez les patients diabétiques de type 1, et d’étudier leurs relations avec les

troubles métaboliques, nous nous sommes intéressés a évaluer :

1. Les parametres du stress par le dosage :
& de leurs marqueurs protéiques et lipidiques (AOPP et MDA
respectivement) ;
@ et leurs défenses anti-oxydantes comme la catalase et la SOD
2. Explorer les troubles métaboliques par les différents statuts :
@ Anthropométrique (IMC) et hémodynamique (pression artérielle
systolique et diastolique).
@ Biochimiques (Bilan glycémique, lipidique, rénale, hépatique,

magnésium, protéines totaux et acide urique).

Pour ce faire, nous avons sollicité cing lieux de stages :

v’ L’établissement public de santé (E.P.S.P) d’Ouled Yaich pour le
recrutement des DT1 (13 patients) et des témoins (33 patients) et les
dosages biochimiques.

v L’établissement public de santé (E.P.S.P) de Bouzereah (16 patients)
pour le recrutement des DT1.

v’ D’établissement public hospitalier (E.P.H) de BLIDA «TRICHINE
IBRAHIME EX (FABORE)» (04 patients) pour le recrutement des
DT1 et les dosages biochimiques.

v’ D’établissement  public  hospitalier ~(E.P.H) d’EL-AFFROUN (03
patients) pour le recrutement des DT1

v’ Le laboratoire du département de vétérinaire de I’université de BLIDA
(PFE) pour le dosage du statut oxydatif.

Cette étude s’est étalée sur une durée de 04 mois (du mois de Mars au mois de Juin
2016).

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel non biologique

K/
L X4

L’appareillage et les réactifs utilisés voir annexe I.
% La composition des réactifs voir annexes (111- VI1).

X3



11.1.2. Matériel biologique

Le matériel biologique est constitué par le sang prélevé des patients apres
12heurs de jeun. Ce sang est recueilli dans des tubes Héparinés, tubes EDTA
préalablement étiquetés et numérotés pour chaque patient, puis centrifugés a 4000
tours/min pendant 15 minutes. Le sang total prélevé sur EDTA est utilisé pour le
dosage d’hémoglobine glyquée; le plasma et le sérum sont utilisés pour le dosage

des parametres biochimiques et du stress oxydatif.

11.2. Méthode d’étude

Dans cette étude, la population recrutée est constituée par:
o un groupe de sujets témoins ;

o et un groupe de diabétique type 1(DT1).

11.2.1. Les critéres de recrutement

Les critéres de recrutement pour la population témoin et diabétique sont :
o étre volontaire ;
o homme ou femme ;
o agé de 18 a 55 ans.

Les sujets diabétiques recrutés concernent des patients hospitalisés, ainsi que
des patients externes suivis en consultation au niveau des établissements de santé. La
population témoin a été recrutée au niveau de [’établissement de santé d’Ouled
Yaich. Ainsi, nous avons recruté 33 sujets non diabétiques, aucune pathologie
connue, et 33 sujets diabétiques type 1 (DT1). Le nombre de sujets recrutés est

répertorié dans le tableau suivant :

Tableau 111 : Le nombre de patients diabétiques et de témoins recrutés.
Hommes Femmes Total
Patients diabétiques 12 21
type 1 (DT1) 33
Patients non 10 23
diabétiques : Témoins 33




11.2.2. Questionnaire (annexe I1)

Une fiche de renseignement a été établie pour chaque patient pour répertorier les
renseignements concernant chaque patient qui sont :
e [’ageetlesexe;
e Les paramétres cliniques et anthropométriques (le poids corporel, taille).
e Paramétres  hémodynamiques  (pression  artérielle  systoliqgue et
diastolique) ;
e Les parametres biologiques :
v Statut glycémique : Glycémie, Hémoglobine glyquée (HbALc).
v'Bilan lipidique : Cholestérol totale (CT), Triglycéride (TG).
v'Bilan hépatique : ASAT, ALAT.
v'Bilan rénal : Urée, Créatinine
v Autres : Protéines totales, Acide urique (AU), Magnésium (Mg).
v’ Statut oxydatif : AOPP, MDA, Catalase.

11.2.3. Prélévements

Les préléevements de sang s’effectuent entre 8H30mn et 10 heures du matin,

dans les mémes conditions, aprés 12 heures de jeun.

Aprés avoir placé le garrot, désinfect¢ la surface cutanée a 1’alcool, par une
ponction veineuse franche au pli du coude a I’aide d’une aiguille, le sang est alors

prélevé.

Il est ensuite recueilli dans des tubes étiquetés, et sont acheminés au
laboratoire pour analyse soit ; directement pour le dosage de 1’hémoglobine glyquée
Alc(HbAlc), ou apres une centrifugation a 4000 tour/minute pendant 15 minutes,
afin de récupérer :

e Le plasma sur tube d’héparinate de lithium pour le dosage de quelques
parameétres biochimiques a savoir : Glycémie, CT, TG, l'urée, créatinine,
ASAT(GOT), ALAT (GPT), Mg, Protéines totaux, AU ;

e le plasma sur tube EDTA pour le dosage du MDA, et du AOPPs ;

e |e sérum sur tube sec (avec élimination du fibrinogéne) pour le dosage

de la catalase.



11.2.4. Mesures de la pression arterielle
La mesure de la pression artérielle a été effectuée a 1’aide d’un tensiometre

électronique, dont les valeurs sont exprimées en millimétre de mercure (mm Hg).

Placé sur le bras gauche du patient en position assise apres un repos de 10

minutes au moins.
11.2.5. Mesure de I’indice de masse corporelle

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?).

11.2.6. Mesure des parametres biochimiques

111.2.6.1. Dosage du glucose

A.Principe :

La glycémie est dosée par la méthode enzymatique colorimétrique selon
TRINDER, (1969). Elle consiste a un dosage colorimétrique & la suite de deux
réactions enzymatiques couplées. La premiére, catalysée par la glucose oxydase
(GOD), transforme le glucose, en acide gluconique et en peroxyde d’hydrogéne

H>0> selon la réaction ci-dessous :

La peroxydase POD en présence du peroxyde d’hydrogéne H.O. formé lors
de la premiere réaction oxyde le chromogéne incolore (4-aminophénazone) en un
composé quinonéimine, de coloration rougeatre. Cette coloration est d’autant plus

intense que la quantité de glucose présente dans I’échantillon est élevée (réaction 2) :

Réaction 2 :

. , POD . I !
: H20:2 + Phénol + 4-Aminophénazone — 5 Quinoneimine + H20 [
I



B. Mode opératoire (Pour les réactifs voir Annexe I11) :

Afin de doser le glucose sanguin trois tubes ont été préparé successivement
dont un tube blanc, un tube étalon et enfin le dernier contenant 1’échantillon le

plasma.

Tableau IV: Composition des 03 tubes pour le dosage du glucose.
La composition des réactifs voir (annexe 1V).

Tube Blanc Etalon Echantillon
N 1mI RT + 10 pl 1mIRT+10pl
Composition Iml RT
standard Plasma

Les tubes sont par la suite agités puis incubés au bain marie a 37°C pendant 10
minutes Une couleur rose ou rouge stable pendant 30mn est obtenue, traduisant la
production de la Quinonémine. L’intensité de la coloration est proportionnelle a la
concentration en glucose sanguin. La lecture de [I’absorbance se fait par
spectrophotométrie a 505 nm contre un blanc.

Le calcul de la concentration du glucose exprimée en mol/l dans les échantillons se

fait selon la formule suivante, avec n=1g/l la concentration de 1’étalon.

DO Echantillon
[Glucose] = X n

DO Etalon

11.2.6.2. Dosage de I’hémoglobine glyquée (HbAlc).

Le dosage de I’hémoglobine glyquée (ou HbAlc) permet de vérifier I’équilibre du
diabete. Il est le reflet de la glycémie (taux de sucre dans le sang) sur les 3 derniers mois. Ce
dosage d’HbA I¢ nécessite un prélévement sanguin dans un laboratoire d’analyse médicale. I

est recommandé au moins 2 fois par ans.

L’hémoglobine se trouve dans les globules rouges du sang. Elle a la particularité
de capter une partie du sucre présent dans le sang. La partie de I’hémoglobine qui capte le

sucre est appelée "hémoglobine glyquée”.



Le dosage de I’hémoglobine glyquée, ou HbAlc, donne la proportion d’hémoglobine du sang
qui a fixé du sucre. Elle s’exprime en pourcentage. Le terme "glyquée” vient de "glucose”, le

sucre qui est capté par I’hémoglobine.

A. 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 quantit¢ 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

I’équilibre glycémique des 120 jours précédant le dosage.

B. Mode opératoire (Pour les réactifs voir Annexe I11).

1. Préparation de I’hémolysat
L’hémolysat est récupéré apres avoir éliminé la fraction labile & température
ambiante (21-26°c). Ensuite, 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.

2. Preparation des colonnes
La partie supérieure de la colonne est débouchée, par la suite la languette

inférieure est cassée, 1’éluat est alors éliminé.

3. Séparation et lecture de HbAlc

50 ul d’hémolysat sont appliqués avec précaution sur le disque supérieur et
I’éluat est éliminé. Quand I’hémolysat a entiérement pénétré, 200ul du reéactif 2
(contenant un tampon de phosphate et 1’azoture de sodium) sont ajoutés et 1’¢luat
est éliminé. Aprés 1’élution, on ajoute 2000 pl du méme réactif.

La colonne est placée sur un tube a essai contenant 4ml du réactif 3 (contenant
un tampon de phosphate et I’azoture de sodium). La fraction HbAlc de I’¢luat est
ensuite récupérée. L’absorbance de la fraction HbAlc est lu & 415 nm par rapport a
I’eau distillée (AHblc), apres avoir bien agité le mélange obtenu.

Pour la lecture d’Hémoglobine totale (Hb Totale), on prend 50 pl de 1’hémolysat

précédemment préparé, et on le met dans des tubes en verres, puis on ajoute 12 ml



de réactif 3, aprés mélange I’absorbance a 415 nm est lue contre I’eau distillée, elle
est stable pendant au moins une heure.
Le calcul de la concentration exprimée en pourcentage du HbAlc dans les

échantillons est calculé selon la formule suivante :

DO Hbatc

HbAlc % = x 100
DO Hb Totale X 3

DO Hbatc:  Densité Optique de I’hémoglobine glyquée.

DO Hb Totale : Densité optique de 1’hémoglobine totale.

11.2.6.3. Dosage des triglycérides

Les triglycérides sont des lipides qui servent de réserve énergetique. Elles
proviennent de I’alimentation, et sont aussi synthétisées par le foie. Lorsqu’elles sont
trop nombreuses dans le sang, elles constituent un facteur de risque cardiovasculaire

car elles contribuent a « boucher » les artéres.

Le dosage des triglycérides totaux est effectué dans le cadre d’un bilan
lipidigue, en méme temps que le dosage du cholestérol (total, HDL et LDL), pour
détecter une dyslipidémie, c’est-a-dire une anomalie du taux de graisses circulant

dans le sang. Le dosage s’effectue grace a un simple prélévement sanguin.

A. Principe :

Le dosage des triglycérides se fait par une méthode enzymatique
colorimétrique. La technique est décrite par YOUNG et PESTANTER, en 1975.
Les triglycérides sont hydrolysés par une lipoprotéine-lipase (LPL) en glycérol et en
acides gras (réaction 1).

Réaction 1 :

Le glycérol est ensuite phosphorylé en glycérol-3-phosphate par I’ATP lors
d’une réaction catalysée par le glycérol kinase (GK) (réaction 2).



Réaction 2 :

L’oxydation du glycérol-3-phosphate est catalysée par la glycérol-phosphate-
oxydase (GPO) pour former du dihydroxyacétone-phosphate et du peroxyde
d’hydrogéne (H202) (réaction 3).

Réaction 3 :

En présence de peroxydase, le peroxyde d’hydrogéne formé entraine le
couplage oxydatif du 4-chlorophénol (4-CP) et de 4-aminophénazone (4-AP) pour
former la quinonéimine colorée, selon la réaction de TRINDER, 1969. Le taux de
Quinonéimine ainsi produit est proportionnel a la quantité initiale des triglycérides

qui est mesurée a 505 nm (réaction 4).

Réaction 4 :

B. Mode opératoire (La composition des réactifs voir annexe 1V) :

Tableau V: Composition des 3 tubes pour le dosage des triglycérides.

Tube Blanc Etalon Echantillon
1000 pl RT + 1000 pl RT+

Composition 1000 ul RT
10 pl standard 10ul Plasma




La densité optique (DO) des essais et des standards est lue contre un blanc a 505 nm, la
lecture est faite par un spectrophotometre. La coloration obtenue est stable 30 mn, I’intensité
de la coloration est proportionnelle & la concentration en triglycérides dans le plasma. Le
calcul de la concentration des triglycérides dans les échantillons est calculé selon la formule

suivante, avec n=2g/l représente la concentration de 1’étalon.

DO Echantillon
[Triglycéride] g/l = xn
DO Etalon

11.2.6.4. Dosage du cholestérol

A. 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 (réaction 1).

Réaction 1 :

Le cholestérol oxydase (CHOD) catalyse ensuite 1’oxydation du cholestérol en

cholesténe-4 one-3 et en peroxyde d’hydrogeéne (réaction 2).

Réaction 2 :

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
complexe de coloration rouge: le quinonéimine. L’intensit¢é de la couleur de ce

dernier est directement proportionnelle a la concentration de cholestérol (réaction 3).




B. Mode opératoire (La composition des réactifs voir annexe 1V):

Tableau VI : Composition des tubes pour le dosage du cholestérol.

Tube Blanc Etalon Echantillon
1000 pl RT + 1000 pl RT+

Composition 1000 ul RT
10 pl standard 10ul Plasma

On agite bien les tubes, et on les incube pendant 5 min, dans un bain marie a
37°C, la coloration finale est stable pendant 30 minutes, on ajuste le zéro du

spectrophotomeétre avec le blanc, lire directement 1’absorbance a 505 nm.

Leintensit¢ de la coloration obtenue est directement proportionnelle a la
concentration en cholestérol. Le calcul de la concentration du cholestérol dans les

échantillons est calculé selon la formule suivante :

DO Echantillon
[Cholestérol] g/l = Xn

DO Etalon

Ou n représente la concentration de 1’étalon, n=2g/I.

11.2.6.5.Dosage du HDL-Cholestérol
A. Principe :

Le dosage du HDLc se fait par une méthode enzymatique colorimétrique. Les
LDL, les VLDL et les chylomicrons contenus dans 1’échantillon sont précipités par
addition d’acide phosphotungstique en présence d’ion magnésium. Le surnageant
aprés 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 (polyéthyléne glycol). Sous I’action de la
cholesterol-estérase, les esters du cholestérol sont scindés en cholestérol libre et en

acides gras.



Réaction 1 :

) Lo Cholestérol estérase ) 1
: Cholestérol-HDL estérifiée + H2 O > Cholestérol-HDL + AG :

Dans une réaction ultérieure catalysée par le cholestérol-oxydase modifiée par
le PEG, le cholestérol est transformé en présence d’oxygéne en 4-cholesténone avec
formation de 1’eau oxygénée.

Réaction 2 :

En présence de peroxydase, l’ecau oxygénée formée réagit avec [’amino-4-
phénazone et I’HSDA (Sodium N-(hydroxy-2 Sulfo-3propyl) diméthyl- 3, 5 aniline)
avec formation d’un dérivé coloré. L’intensit¢ de la coloration est directement

proportionnelle a la concentration en cholestérol HDL.

Réaction 3 :

. . Péroxydase . . . !
12 H2 O2 + 4-aminoantipyrine + HSDA+H20 _____~  dérive coloré bleu-violet +5H2 O 1
1 1

B. Mode opératoire
500 pl de sérum sont ajouté a 50 pl du réactif précipitant. L’ensemble est bien

mélangé pendant 10 minutes a 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 utilis¢ pour la lecture des

différentes concentrations des échantillons.

% Calcule de LDL-C
La concentration en cholestérol LDL dans 1’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/l.

11.2.6.6. Dosage des enzymes hépatiques : Transaminases (ASAT, ALAT)

Les transaminases sont des enzymes de nature glycoprotéiqgue ayant une
activitt'  importante dans le métabolisme protéique. Leur dosage a essentiellement
pour but d’explorer la fonction hépatique. Leur augmentation refléte I’étendue de Ia

cytolyse hépatique comme dans les hépatites infectieuses.

11.2.6.6.1. ASAT (Aspartate-Amino-Transférase) ou GOT (Glutamate-
Oxaloacétate-Transaminase)

A. Principe :

Nous avons utilise pour le dosage des ASAT une méthode cinétique pour la
détermination de [Iactivit¢ de la GOT. L’aspartate amino transférase (AST),
initialement  appelée transaminase glutamate oxaloacétique (GOT) catalyse le
transfert réversible d’un groupe animique de [’aspartate vers 1’alpha-cétoglutarate a

formation de glutamate et d’oxalacétate (réaction 1).

Réaction 1 :

L’oxalacétate ainsi produit est réduit en malate en présence de la malate
déshydrogénées (MDH) et NADH (réaction 2).

Réaction 2 :




B. Mode opératoire (La composition des réactifs voir annexe V) :

Introduire dans un tube 100 ul de Plasma et 1000 pul de Réactif de travail.
Mélanger et incuber le tube pendant 1 min dans un bain marie a 37°C, on ajuste le
zéro du spectrophotomeétre sur 1’eau distillé, lire 1’absorbance initial a 430 nm puis
toute les minutes pendant 03 minutes, la diminution de I’absorbance est due a la
conversion de NADH en NAD®, et qui est proportionnelle a Dactivité de ASAT.
Afin de déterminer [’activit¢ enzymatique de 1I’ASAT par la formule suivante

exprimée en Unité International (UI) :

ASAT UI/L = AA/min x 1750

AA/min : représente la moyenne des variations d’absorbance par minute.

11.2.6.6.2.ALAT (Alanine-Amino-Transférase) ou GPT

A. Principe :

L’ALAT initialement appelée transaminase glutamique pyruvique (GPT) a été
dosé par une méthode cinétique, elle catalyse le transfert réversible d’un groupe
animique d’alanine vers 1’a-cétoglutarate pour former le glutamate et le pyruvate
(réaction 1).

Réaction 1 :

Le Pyruvate ainsi formé, en présence du pouvoir réducteur le NADH+H, et
sous l’action du lactate déshydrogénase (LDH) se transforme en L-lactate

(réaction2).

Réaction 2 :




B .Mode opératoire (Voir la composition des réactifs Annexe V) :

Mettre dans un tube 1000 pl de Réactif de travail et 100 pl de Plasma,
mélanger et incuber le tube pendant 1 min dans un bain marie a 37°C, on ajuste le
zéro du spectrophotométre sur 1’eau distillé, lire I’absorbance initiale a 430 nm puis
toutes les minutes pendant 03 minutes, sa diminution est due a la conversion de
NADH en NAD", et qui est proportionnelle a Iactivité de I’ASAT. Le calcul de
I’activité enzymatique de I’ASAT est donné par la formule suivante exprimée en
Unité International (Ul), avec AA/min I’absorbance par minute.

ASAT UI/L = AA/min x 1750.

11.2.6.7. Dosage de la créatinine

La créatinine est un déchet formé dans I’organisme a partir de la créatine, son
élimination est exclusivement urinaire.

A. Principe :

Le dosage de créatinine plasmatique est effectué selon une méthode cinétique
colorimétriqgue. En milieu alcalin, la créatinine réagit avec le picrate en formant un
complexe coloré en rouge orange. L’absorbance de ce complexe est proportionnelle

a la concentration de la créatinine dans 1’échantillon (LECOQ, 1972).
B. Mode opératoire (voir la composition des réactifs annexe V1):

Tableau VII: Composition des tubes pour le dosage de la créatinine.

Tube Blanc Etalon Echantillon
1000 ul RT + 1000 pl RT+
Composition 1000 ul RT
100 pl standard 100 pl Plasma

Aprés avoir bien mélangé pendant 30 secondes, nous avons déterminé
I’absorbance a 490nm contre un blanc. Le calcul de la concentration de la créatinine

dans 1’échantillon est calculé selon la formule suivante :



(DO2-D01) Echantillon

[Créatinine] mg/I= Xn
(DO2-DO01) Etalon

n : Concentration de I’étalon.
DO 1 = Densité optique 10 seconde apres 1’addition de 1’échantillon.

DO 2 = Densité optique 02 minutes aprés DO1.

11.2.6.8. Dosage de L’urée
L’urée est la principale forme d’¢limination des déchets azotés du catabilisme protéique

chez I’homme, ¢liminée principalement dans les urines, dont elle est utilisée pour le

diagnostic et le suivie d’une insuffisance rénale.

A. Principe :

Le dosage de 1'urée plasmatique se fait selon une méthode enzymatique
colorimétrique basée sur [D’action spécifique de 1’uréase qui hydrolyse 1’urée en

ammoniaque et dioxyde de carbone (réaction 1).

Réaction 1 :

Les 1ions d’ammonium ainsi formés, forment avec [I’hypochlorite et le

salicylate en présence du Nitroprussid un complexe coloré bleu-vert (réaction 2).

Réaction 2 :

; Nitroprussid
; Ammonium + Salicylate + Hypochlorite » dicarboxylindophénol !

B. Mode Opératoire (voir la composition des réactifs Annexe VI):

Ce mode opératoire comprend deux étapes.



Tableau VI11: Composition des tubes pour le dosage de 1’urée

Tube Blanc Etalon Echantillon
1000 ul (R1+R2)
1000 pl (R1+R2) +
1000 ul (R1+R2) ¥
- 10 pl standard
Composition 10 ul Plasma

Mélanger et incuber pendant 5 min a 37 'C

1000 pl R2 1000 pl R2 1000 pl R2

Les tubes sont & nouveau incubés pendant 5 min & 37°C, 1’absorbance est lue & 580 nm
contre le blanc. Le calcul de la concentration de 1’urée dans les échantillons est calculé selon

la formule suivante avec une concentration d’étalon n égale a 50mg/dl.

DO Echantillon

[Urée] mg/dl = Xn
DO Etalon

11.2.6.9. Dosage des protéines totales (protide)

Les protéines totales sont une variété hétérogéne de protides composées d’un
grand nombre d’acide aminés. Ces protéines comprennent [’albumine, les globulines
et le fibrinogéne, une hyperprotéinémie peut étre due a une augmentation importante

des immunoglobulines monoclonales lors d’un myélome.
A. Principe :

Le dosage est effectué selon une méthode colorimétrique. Les liaisons
peptidiques des protéines réagissent avec le Cu?* en solution alcaline pour former un
complexe de  coloration bleu-violet, dont [I’absorbance est proportionnelle a la
concentration en protéine dans le plasma. Le réactif de Biuret contient du sodium
potassium tartrate qui complexe les ions cuivriques, et maintient leur solubilité en

solution alcaline.



Figure 23 :

Le complexe entre le cuivre alcalin et les liaisons peptidiques.

B. Mode Opératoire (voir la composition des réactifs annexe VI1):

Tableau IX : Composition des tubes pour le dosage des protéines totaux.

Tubes Blanc Etalon Echantillon
1000 pl de chlorure 20 pl de I’étalon 20 pl de Plasma
de sodium
+ +
+

1000 pl de chlorure 1000 pl de chlorure
1000 pl de réactif de | de sodium +1000 pl | de sodium +1000 pl
Composition Biuret de réactif de Biuret de réactif de Biuret

Mélanger bien et laisser reposer 10 min a température ambiante. L’absorbance est lue a

550 nm contre le blanc réactif. Le calcul de la concentration plasmatique en protide est donné

par la formule suivante avec une concentration d’étalon n égale a 60mg/l :

[Protide] g/l =

DO Etalon

DO Echantillon

Xn




11.2.6.10. Dosage de I’Acide urique

A. Principe :

Le dosage de I’acide urique un produit principal du catabolisme des purines se
fait selon une méthode enzymatique colorimétrique. L’uricase agit sur l’acide urique
pour produire de 1’allantoine, du peroxyde d’hydrogéne (H20.) et du dioxyde de
carbone. En présence de peroxydase, le H20. réagit avec un chromogéne « Dichloro-
hydroxybenzéne sulfonate et amino-antipyrine » pour former une quinonéimine de

coloration rouge.

B. Mode opératoire (voir la composition des réactifs annexe VII) :

Tableau X: Composition des tubes pour le dosage de 1’acide urique.

Tube Blanc Etalon Echantillon
1000 ul RT + 1000 pl RT+

Composition 1000 ul RT
25 ul standard 25 pl Plasma

M¢élanger bien et laisser incuber pendant 5 min a 37°C. L’absorbance est lue contre un
blanc a 505 nm. Le calcul de la concentration plasmatique en acide urique est donné par la

formule suivante avec une concentration d’étalon n égale a 6mg/l :

DO Echantillon
[Acide Urique] mg/dl = xn
DO Etalon

11.2.6.11. Dosage du magnésium

Le magnésium, est le deuxieme cation intracellulaire le plus abondant dans
I’organisme humain aprés le potassium, étant essentiel dans un grand nombre de
processus enzymatique et métabolique. C’est un cofacteur dans toutes les réactions
enzymatiques qui impliquent I’ATP. L’hypermagnésémie, qui peut étre observé en

cas d’acidose diabétique aigue.



A. Principe :

Le dosage est effectué selon une méthode colorimétrique ; le magnésium forme un

complexe coloré en réagissant avec Magon sulfoné en solution alcaline.

B. Mode opératoire (voir la composition des réactifs annexe VI1):

Tableau XI: Composition des tubes pour le dosage du magnésium.

Tube Blanc Etalon Echantillon
1000 ul RT + 1000 ul RT+

Composition 1000 ul RT
10 pl standard 10 pl Plasma

Mélanger et incuber 5 mn a température ambiante. L’absorbance (A) de
I'étalon et de I'échantillon sont lues par rapport au témoin du réactif. Ainsi I’intensité
de la couleur formée est proportionnelle a la concentration du magnésium, et elle est
stable durant 30 minutes. Le calcul de la concentration plasmatique en Mg?* est
donné par la formule suivante, ou n représente la concentration de I’étalon tel que n
égal & 2mg/dl.

(A) Echantillon — (A) Blanc
[Mg?*] mg/dl = x2n
(A) Etalon — (A) Blanc

11.2.7. Paramétre du stress oxydant
11.2.7.1. Dosage de ’AOPP
A. Principe :
Les produits d'oxydation protéiques avancés résultent de Il'interaction entre les
protéines plasmatiques et les oxydants chlorés comme la chloramine (Witko-Sarsat
etal., 1996).

B. Mode opératoire :
Un volume de 200 pl de plasma est dilu¢é dans du tampon PBS (1: 5). Ensuite,
un volume de 50 pl d’lodure de Potassium (KI) et 100 pl d'acide acétique sont



ajoutés. L’absorbance est mesurée par spectrophotométriec a 340 nm. La
concentration des produits de [’oxydation protéique avancée est déterminée a 1’aide

d’une courbe standard de chloramine T (0-100 puM).

11.2.7.2. Dosage du MDA

Le malondialdéhyde un des produit terminaux formeé lors de la péroxydation
des acides gras polyinsaturé méditée par les radicaux libres peut étre détecté par une
réaction colorimétrique a [D’acide thiobarbiturique (TBA) selon la méthode de
(OKHAW et al., 1979). Le MDA permet la quantification de la peroxydation

lipidique qui constitue le marqueur majeur du stress oxydant.

A. 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
(Figure 23) d’un pigment coloré « rose » absorbant a 530 nm, et extractible par les

solvants organiques comme le butanol.

(@] O + : N
I JIx = [
H H o e -
MDA l TBA
S S N e = o H H O = N S S H
| ) ]
! + 2H,0
N N~ CH-CH=CH - i 2
OH OH

MDA-TBA adduct

Figure 24 : formation d’adduit-TBA
B. Mode opératoire :

100ul de plasma sont mélangés a une solution constituée de 200ul d’acide
thiobarbiturique a 20%, et 600ul d’acide-ortho-phosphorique a 1%. Le mélange est
incubé pendant 1h dans un bain marie & 95°C, suivi d’un refroidissement dans de la
glace pour arréter la réaction. Ensuite 900ul de butanol sont ajoutés pour I’extraction
du complexe MDA-TBA. L’ensemble est centrifugé a 4000rpm pendant 15 min. On
obtient 2 phases et méme 3 phases (Figure 24), on récupére directement le

surnageant dans une cuve, et l’absorbance est lue a 532 nm contre un blanc qui



contient du butanol. La concentration de TBARS est calculée en utilisant le

coefficient d’extinction molaire (1,56 x 10° Mt cm™), elle est exprimée en pmol/1.

Figure 24 : Surnageant pour le dosage du MDA apres centrifugation

11.2.7.3. Dosage de la catalase

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

d'hydrogéne peut étre mesurée en spectrophotométrie a 240nm.

B. Mode opératoire :
50ul d’échantillon (sérum) sont ajoutés a 950ul de solution tampon (phosphate,
50mM, pH=7.4). La réaction est déclenchée avec 500ul de H20, (0,3%). La lecture
de la densité optique du milieu réactionnel se fait par spectrophotométrie a 240nm
contre un blanc (tampon phosphate et H.02), a 1’obscurit¢é chaque 30 secondes
pendant 2 minutes.

L’activité de la catalase est calculée par la formule suivante :

A DO/ min

Catalase activity (U mg proteins) =
0,040 x mg/ml protéines

0,040 : Coefficient de distinction moléculaire.



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 10 et Graph PAd Prism 6.

Lfanalyse statistique des moyennes des différents groupes ont ¢été comparés
aux témoins en utilisant le test t appariés de Student. Le test de Mann Whitney a été
utilise pour comparer les groupes dont les distributions sont non homogénéisés. Le
test ANOVA a une variable (tukey test) a été utilisé pour comparer les variables
deux a deux.

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 ()_() des valeurs individuelles :

Xi =somme des valeurs individuelles

tic

= |k

. "|

N = nombre de valeur

Erreur standard de la moyenne (ESM) :

E5M =

-
;_~=I| =

I} — X))

glecorttype) =
' - 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 X a et X b est significative si :

0,01<P<0,001....cceveeee.... *** hautement significative
0,05<P<0,01....ccccvvviiinnninnn. ** tres significative
P<0,05. i, * significative

P>0,05. non significative



Resultats et
discussion



I11.1. Description de la population :

Rappelons que notre étude était portée sur 66 sujets dont 33 patients atteints de diabete
de type 1 hypertendues, et non hypertendues, et 33 sujets témoins indemnes de toutes
pathologies. Cependant, notre étude statistique n’a pas pris en considération les DTI
hypertendues, la raison est que le nombre de ces derniers est largement inférieur au nombre

des DT1 non hypertendues.

Rappelons que 1’objectif de notre travail est de montrer 1’intérét de 1’estimation des

produits protéiques d’oxydation avancée chez le diabétique de type 1.
Pour ce faire, nous allons explorer nos résultats par :

» Une étude descriptive des caractéristiques cliniques et épidémiologiques de la
population ;

» Une évaluation des taux des AOPPs chez le diabétique de type 1 ;

> Une exploration du statut oxydatif par la peroxydation lipidique et la catalase chez
le diabétique de typel ;

» Une corrélation des AOPPs au statut oxydative, et a 1I’équilibre glycémique.

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

L’¢tude des caractéristiques cliniques et épidémiologiques de notre population
(Tableau XI1), nous a permis de constater une prédominance féminine avec 21
femmes 63,36% vs 12 hommes 36,36 avec un sexe-ratio 1/2 pour le groupe des
diabétiques de type 1. La méme prédominance féminine a été constaté chez les

témoins avec 69,69% femmes vs 30,30% hommes et un sexe-ratio 10/23.

Nous constatons que la moyenne d’adge des DTI est de 36,11£2,21 ans vs
32,3+4,22 ans pour les témoins. L’age du début de diabete était de 23,54+1,73 ans
avec une durée moyenne de 12,25+1,41 ans et un taux d’hémoglobine glyquée de
8,02+2,04%.



Tableau XI1 : Caractéristiques cliniques et épidémiologique de la population de 1’étude.

Parameétres DT1 Témoins
Nombre de population total (%) 33(50%) 33(50%)
Hommes (%) 12(36,36%) 10(30,30%)
Femmes (%0) 21(63,36%) 23(69,69%)
Sexe- ratio 1/2 10/23
Age (ans) 36,11+2,21 32,314,22
Durée du diabéte (Ans) 12,25+1,41 /
Age début DT(AnSs) 23,54+1,73 /
Indice de masse corporelle (kg/m?) 24,19+0,76 23,80+0,56
Pression arteérielle systolique 112,56+0.25 114.2243,15
(mmHg)
Pression artérielle diastolique 90.17+1,94 71.32+0.08
(mmHg)
Hémoglobine glyquée HbAlc % 8,02+2,04 /
Triglycéride (g/l) 0,83+0,08 1,47+0,04
Cholestérol total (g/l) 1,68+0,06 0,39+0,01
HDLc (Iipc,Jprot_éine de haut poids 0,5320.04 0,04+0 04
moléculaires) (g/l)
LDLc (Iipo,protéjine de faible poids 0,89+0.07 <160
moléculaires) (g/l)
Créatinine (mg/l) 8,88+0,51 7,28+1,79
Urée (g/l) 0,19+0,01 0,18+0,02
ASAT (UI/) 21,8+1,75 19,25+0,73
ALAT (UIN) 15,37+1,29 14,74+1,04
Protéines totaux (g/l) 66,35+2,17 60-75
Magnesium (mg/l) 28,26+1,95 16-25
acide urique (mg/l) 44,32+2,70 40-60

Valeurs exprimées en moyenne * écart type.

Ces résultats montrent une concordance avec 1’étude de LOSADA et ALIO
en 1997, qui ont trouvé sur 60 patients diabétiques de type 1 que 1’dge moyen
respectif était de 35+13,23 ans et 26,92+14,07 ans avec une prédominance féminine

dont 41 femmes et 29 hommes.

Il semble que d’aprés ces résultats que le DT1 est plus rencontré chez les
femmes que chez les hommes. Cette prédominance du sexe féminin a été confirmee
aussi dans I’é¢tude de TOURE en 1998, qui a trouvé 50,5% de femmes et 49,5%
d’hommes. Cependant 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.



FALFOUL et ses collaborateurs en 2010, ont montré par une étude similaire
ayant concerné 50 patients diabétiques de type 1 répartis en 23 hommes et 27
femmes que ’age moyen était de 31,82 £ 11,06 ans. Ce qui confirme effectivement
la jeunesse de la population diabétique, d’ou son appellation ancienne de « diabéte

juveénile ».

Le statut anthropométrique a fait 1’objet d’un seul paramétre qui est I’indice de
masse corporelle (IMC), dont nous constatons que notre population entre diabétique
et témoin est caractérisée par un poids normal avec un IMC de 24,19+0,76 Kg/m? et
23,8+0,56 Kg/m2 respectivement. Ce résultat est similaire a celui de 1’¢tude de

FALFOUL et ses collaborateurs en 2010, avec un IMC de 22,55+3,62 Kg/m?.

Mais qui ne concorde pas avec I’é¢tude menée par MNIF et ses collaborateurs
en 2012, portée sur 16 diabétiques type 1, hospitalisés au service d’endocrinologie
diabétologie sur une durée de 13 ans. Ces sujets présentent un IMC de 29,2Kg/m?
avec un statut lipidique déséquilibré. Ce surpoids peut étre expliqué par la qualité
d’alimentation, et le degré de sédentarit¢ en  comparaison a notre population

diabétique.

Le statut hémodynamique est représenté par la pression artérielle systolique
(P.A.S), et par la pression artérielle diastolique (P.A.D). Cependant, il faut noter que
la pression artérielle systolique supérieure a 135mmHg, et la pression artérielle
diastolique supérieure a 85mmHg est un facteur de risque cardiovasculaire et rénal
pour les sujets diabétiques. Dans notre ¢étude, I’exploration de ce statut montre que la
P.AS est équilibrée dans les deux populations d’étude avec, une valeur de
112,56+0,25 mmHg chez les DT1 vs 114,22+3,15 chez les témoins. Tandis que les
résultats de la P.A.D semblent supérieurs pour les DT1, avec une valeur moyenne de

90,17+1,94 mmHg vs 71,32+0,98 mmHg pour les témoins.

En effet plusieurs études ont confirmé qu’un controle optimale de la pression
artérielle prévient ou ralentit le développement des lésions rénales chez les
diabétiques de type 1 (POULSEN, 2002).

L’exploration du profil lipidique chez les diabétique de type 1 ainsi que chez
les témoins n’a enregistré aucune dyslipidémie. La comparaison entre les taux

moyens de triglycéride des diabétiques et des témoins montre qu’ils appartiennent a



la norme [0,5-1,5] (g/l), avec des valeurs moyennes de 0,83+0,08 g/l chez les DT1
vs 1,47+0,04 g/l chez les témoins. Aussi, nous observons un taux équilibré du
cholestérol chez les DT1 avec une valeur moyenne de 1,68+0,06 g/l, une moyenne

plus élevée par rapport aux témoins 0,39+0,01 g/I.

Nous remarquons aussi que le taux du HDL est équilibré chez les DT1 avec une
valeur moyenne de 0,53+0,04 g/, une moyenne plus faible cette fois ci par rapport
aux témoins 0,94+0,04 g¢/l. Nos résultats montrent ainsi que le taux moyen des LDL
est de 0,89+0,07 g/l par apport a la norme (<1,60) g/l.

La dyslipidemie a été montré pour étre un facteur de risque de maladie
coronarienne dans le diabete de type 1, ainsi il semble important de préter attention
aux anomalies lipidiques chez les patients atteints de DT1, afin de réduire les
maladies cardiovasculaires qui sont la principale cause de déces chez les DTL.
Cependant selon BRUNO en 2011, les patients avec un control optimal du diabete
montrent un taux normal ou légérement inférieur au taux des triglycérides et LDL.
La carence insulinique accompagnant les ¢épisodes d’acidocétose diabétique est
congue d’induire une hypertriglycéridémie, et une diminution des LDL plasmatique
suite a la réduction du catabolisme des lipoprotéines riches en triglycéride
(BRUNO, 2011).

En effet nos résultats ne montrent aucune correspondance avec les travaux de
MOSAAD et ABD-ALLAH en 2004, ou la concentration moyenne du cholestérol,
des LDL, et des triglycérides sont élevés chez les DT1, ainsi que le taux des HDL a
été significativement diminué. Les taux inférieurs observés chez notre population,

semblent étre dus a I’efficacité du traitement insulinique qui favorise la lipogenése.

L’exploration de la fonction rénale dans notre étude était sujette au dosage de
la créatininémie et I'urémie, démontrant d’une part que les sujets diabétiques de type
1 présentent un taux moyen de 8,88+0,51 mg/l de créatinine vs 7,28+1,79 mg/l chez
les témoins, ce qui est de concordance avec les travaux de BOUATTAR et ses
collaborateurs en 2009, qui ont trouvé un taux de 8,2+2,1 mg/l chez un groupe de
diabétique indemne de toutes complications.

D’autre part le taux d’urée est de 0,19+0,01 g/l chez les DT1 vs 0,18+0,02 ¢/l

chez les témoins. REDOUN en 2011, a montré que le taux d’urée a augmenté



proportionnellement avec le degré de I’atteinte rénale chez les DT1. En outre le taux
de D'urée sanguin dépend de nombreux facteurs tels que les apports protidiques
(Roland et al., 2011).

Sachant que la néphropathie diabétiqgue est une conséquence d’un déséquilibre
glycémique assez commune chez les personnes atteintes de DT1. Nos résultats
montrent que la fonction rénale est préservée, et ceci a été confirmé par le taux

normal de la créatinine et de 'urée.

Les transaminases ASAT et ALAT, constituent 1’essentiel du bilan hépatique.
Dans cette étude, les résultats du dosage des paramétres hépatiques montrent une
fonctionnalité conservée avec un taux moyen de 21,8+1,75 UII de [I’anine
aminotransférase chez les DT1 vs 19,25+0,73 Ul/l chez les témoins, et une valeur
moyenne de 15,37+1,29 UI/l pour [1’aspartate aminotransférase chez les DT1 vs
14,74+1,04 U/l chez les témoins.

Le dosage sanguin des transaminases (ALAT, et ASAT), est un des plus
fréeguemment effectué au cours dune prise de sang, Les transaminases sont
des enzymes ayant une activité métabolique a l'intérieur des cellules. Ces enzymes
sont présentes dans plusieurs tissus (foie, cceur, reins, muscles...) reflétant ainsi

'activité du foie et du coeur.

Il est nécessaire pour le diagnostic et la surveillance de toutes les maladies
impliquant directement ou indirectement le foie, d'origine infectieuse (hépatites
virales), toxique (médicaments, alcool), maladies auto-immunes, cancéreuse,...etc. |l
permet de comprendre le mécanisme de l'atteinte du foie en repérant les différents
syndromes dont les principaux sont [linsuffisance hépatique, la cytolyse, la
cholestase (avec ou sans ictere) et l'inflammation. C’est dans ce cadre que nous nous

sommes intéressés a ce statut.

Parmi les autres parameétres du profil plasmatique, nous nous somme intéressé
a la détermination de la concentration plasmatique en protéines dont nous constatons
un taux moyen de 66,35+2,17 g/l chez DT1 par apport a la norme qui est entre 60 et
75 g/l. Tenant compte de la capacité antioxydante de I’acide urique démontré déja
par la littérature, nos résultats montre que 1’uricémie est maintenue équilibré chez

les diabétiques type 1 avec un taux moyen de 44,32+2,70 mg/I.


http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/12441-enzymes-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/8375-foie-schema-anatomie-et-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/17688-coeur-definition
http://sante-medecine.journaldesfemmes.com/faq/14145-rein-definition

Ainsi le dosage du magnésium plasmatiqgue (la magnésemie) chez les
diabétiques type 1 montre un taux élevee par rapport & la norme avec une valeur
moyenne de 28,26+1,95 mg/l, ce résultat ne concorde pas avec 1’étude de ABDUL
en 2002, qui n’a pas trouvé une différence significative entre les diabétiques type 1
17+1 mg/l et les témoins 16x0,7 mg/l, les méme résultats ont été trouvé par
MOSAAD et ABD-ALLAH en 2004, avec un taux moyen de 20,38+0,52 mg/l chez les
DT1 vs 22,13+1,65 mg/l ainsi plusieurs autre études antérieurs ont rapporté une
hypomagnésémie chez les patients atteints de diabéte de type 1 (ISBIR et al., 1994 ;
Gurlek et Bayraktar, 1998).

Cependant 1’hypermagnésémie constatée au cours de notre étude semble étre
due aux troubles électrolytiques observés au cours de I’acidocétose diabétique,
comme peut étre c’est la conséquence d’une insuffisance rénale, malgré que le bilan

rénal montre une fonction rénale préservée.

La créatinine est un composé que 1’on dose dans le sang, et parfois dans les
urines, pour évaluer la fonction rénale. Mais letaux de créatinine reflete aussi la

quantité de masse musculaire et donc I’intensité de 1’activité physique.

Le dosage de la créatinine ne nous renseigne pas sur le diagnostic de
I’insuffisance rénale débutante particulierement chez les sujets Aagés (sa valeur

dépend du sexe, de la masse musculaire et de 1’alimentation) (DUSSOL., 2011).

111.2. Exploration du statut oxydatif :

Pour explorer le statut oxydatif, nous avons évalué les taux plasmatiques de trois

parametres : AOPPs, MDA, et la catalase
111.2.1.Distribution de ’AOPP chez la population d’étude :

La conséquence de 1’oxydation des protéines a €té recherché chez les diabétiques de
type 1 et les témoins par le dosage du taux de I’AOPP, les résultats obtenus sont répertoriés

dans le tableau X111 et représentés par la figure 26.



Tableau XIII : Evaluation de la concentration de I’AOPP chez les DT1 et les témoins.

Parametre 33DT1 33 Témoins P value significativité

AOPP (umol/l) 88,23 + 6,68 55,58 + 3,07 0,0002 ek

Valeurs exprimées en moyenne + écart type.
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Figure 26 : Evaluation du taux moyen de I’AOPP chez les diabétiques
et les témoins (La différence est hautement significative a ***p<0,001).

La figure 26, représentant le taux moyen de I’AOPP chez les DT1 et les
témoins montre que la concentration moyenne de I’AOPP chez les DTl est plus
élevée par rapport aux témoins avec des valeurs respectives de (88,23+6,68) pmol/l
et (55,58+3,07) umol/l. La comparaison entre les deux groupes DT1 et témoins par
le test de Mann Whitney montre qu’il existe une différence hautement significative

(p=0,0002) vs témoins (Tableau XII1).

Pour les DTI1, [I’hyperglycémie chronique induit des séquelle biochimiques
multiples, et le stress oxydatif induit par le diabete pourrait jouer un rodle dans

I’apparition et la progression de la maladie (PILAR et al., 2003).

Une surcharge d’EROs est connue pour modifier les protéines en premier lieu

et générer des aldéhydes réactifs issus de la peroxydation des lipides, ces molécules



a leur tour peuvent également produire des modifications secondaires des protéines
(PILAR et al., 2003).

La présence de protéine oxydée a été confirmé par un nouveau marqueur qui
fournit des information sur le degré des dommages oxydatifs des protéines et la
présence d’un stress oxydatif (KALOUSOVA et al., 2001).

Nos résultats se confirment avec les travaux de KALOUSOVA et ses
collaborateur en 2001, qui ont montré que sur 52 sujets diabétiques dont 18 atteints
de DT1 et 34 atteints de diabete de type 2 (DT2), que le taux de I’AOPP etait
significativement élevé dans les deux types de diabete avec un taux de 97,5+30,9
umol/l chez les DT1 vs 79,80+23,72 umol/l chez les témoins, avec une moyenne
plus élevée chez les DT2. Les mémes résultats ont été trouvés par MOSAAD et
Abd-Allah en 2004, ou les taux moyens de I’AOPP ¢étaient trés significativement
élevés chez les DT1 que chez les témoins avec 116,47+35,42 umol/l et 65,71+18,15

umol/1 respectivement.

L’augmentation de I’AOPP chez les patients diabétiques peut étre due a la
génération d’ERO, ainsi que de la modification oxydative des LDL puisque ces
derniers sont souvent les premiers a étre détectés chez les DT1 (MOSAAD et ABD-
ALLAH, 2004).



II1.2.2. Distribution de I’AOPP selon le sexe :

Tableau X1V : Evaluation de la variation des taux de I’AOPP en fonction du sexe chez

les DT1.

Parametre Femmes Hommes P value Significativité
N=21 N=12

AOPP (umol/l) 86,04 + 8,14 94,57 + 11,83 0,5463 Ns

Valeurs exprimées en moyenne * écart type.
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Figure 27: Variation des taux de I’AOPP chez les femmes et les
hommes atteints de DT1, (La différence n’est pas significative a
p=>0.05).

La figure 27, représente la variation des taux de I’AOPP entre les deux sexes
des femmes et des hommes atteints de DT1. Ainsi, nous observons que les femmes
ont des taux plus faibles 86,04+8,14 umol/l par rapport aux hommes qui ont un taux
de 94,57£11,83 pumol/l. La comparaison entre les deux groupes hommes et femmes
par le test de Student montre qu’il n’existe pas de différence significative
(p=0,5463) entre eux (Tableau XIV).



Nos résultat s’accordent avec les travaux de MALGORZATA et ses
collaborateur en 2007, qui ont montré que sur 115 enfants diabétiques il n’existe

aucune différence significative entre le taux de I’AOPP et le sexe (p=0,346).

Cependant, la différence entre les deux sexes peut étre expliquée par le fait que
les hommes sont plus fumeurs que les femmes, ainsi que la pratiqgue du sport est
généralement plus remarquable chez les hommes, en effet la pratique d’un sport
pour le plaisir, associée a une alimentation équilibrée sont incontestablement des
atouts de poids pour conserver un état de santé optimal le plus longtemps possible.
Mais tout exces est susceptible d’engendrer des effets néfastes pour le
développement d’un stress oxydant dont les effets peuvent porter sur 1’atteinte des
protéines plasmatiques qui sont les premiers a étre exposé a cet état de stress
(PINCEMAIL et al., 2003)

Il semble aussi que la femme bénéficie de quelques avantages par rapport a
I’homme puisque [’accroissement de la production du taux de  progestérones dés
I’age de la puberté a la ménopause lui permet de combattre contre le stress oxydatif

par la stimulation de la production des enzymes antioxydants.



I11.2.3. Distribution des taux de ’AOPP selon I’age du début du diabéte :

Tableau XV : Variation des taux de I’AOPP selon 1’age du début du diabéte.

Age (;lijagzl::t du AOPP (umol/l) P value Significativité
<20ans (n=12) 850,39 0,0414 *
(20_30) ans (n=11) 8310,46 0,00003 falaie
(30_40) ans (n=7) 86+0,41 0,046361 *
(40_50) ans (n=2) 91+0,47 0,0134 *
T(irz";s';‘s 55,58 + 3,07 _
ANOVA test <0,0001 Fokkx

Valeurs exprimées en moyenne + écart type.
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Figure 28: Variation des taux de I’AOPP en fonction de I’age du début
du diabéte (La différence est hautement significative a ***p<0,001 vs
témoin).

La figure 28 et le tableau XV, représentent la variation des taux de 1’AOPP
selon I’age du début de diabéte. La figure ci-dessus, montre que le taux de 1’AOPP
est plus élevé chez le groupe des diabétiques dont 1’dge du début du diabéte est entre
(40 — 50) ans par rapport aux autres groupes, ainsi que la différence est hautement

significative entre les différents groupes DT1 et les témoins (P<0,0001).

L’¢tude statistique par ANNOVA a un facteur montre qu’il existe une

différence hautement significative entre le taux de I’AOPP chez le groupe des DT1



dont I’dge du début du diabéte est entre 20 et 30 ans et les autres groupes DT1
(P=0,00003), ainsi qu’une différence significative entre les différents groupes DT1
dont 1’age du début du diabéte est (<20 ans), (30-40) ans et (40-50) ans avec
(P<0,05) .

D’aprés ces résultats on peut supposer que l’augmentation du taux de I’AOPP
chez les DT1 dont I’age du début du diabéte était aprés 40 ans, est due a une
diminution des capacités antioxydantes par rapport aux autres groupes, et a une forte

oxydation des protéines.

111.2.4. Distribution des taux de ’AOPP selon la durée du diabéte :

Tableau XVI : Variation du taux de I’AOPP selon la durée du diabéte.

Durée du AOPP (umol/l) P valeur Significativité
DT1
(0_5) (n=8) 74,66+13,39 0,0631 ns
(5_10) (n=7) 80,49+10,38
(10_15) (n=6) 94,91+16,82
(15_20) (n=4) 75,54+17,15
(20_25) (n=4) 147,9+2,15
(25_30) (n=2) 75,95+0
(30_35) (n=2) 59,64+17,14

Valeurs exprimées en moyenne + écart type.
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p=0,0631
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Figure 29: Variation du taux de I’AOPP en fonction de la durée du diabéte (La
différence n’est pas significative a p>0.05).



Selon la figure 29 et le tableau XVI qui représentent la variation du taux de
L’AOPP en fonction de la durée du diabéte nous constatons que le taux de 1’AOPP
est plus élevé chez le groupe des DT1 dont la durée du diabete est entre (20-25) ans
par rapport aux autres groupes DTI1. L’analyse statistique par ANNOVA a un
facteur n’a montré aucune différence significative entre les différents groupes de

diabétique classés selon la durée du diabete (P=0,0631).

Cependant, la comparaison deux a deux des différents groupes des diabétiques
et des témoins par le test de Student (Annexe VIII) montre globalement une
difféerence hautement significative entre le groupe de DT1 dont la durée du diabete
est de (20-25) ans avec les groupes DT1 dont la durée du diabéte est de (0-5) ans,
(5-10) ans et (15-20) ans .

En effet les travaux de KALOUSOVA et ses collaborateurs en 2001, ont
montré qu’il n’y a aucune relation entre le taux de I’AOPP et la durée du diabete.
Par contre, KRZYSTEK-KORPACKA et ses collaborateurs en 2008, ont montré
par une ¢tude menée sur des jeunes DTI que le taux de I’AOPP trouvé, c’était un
taux accumulé au fil du temps, donc ce il est significativement associé a la durée du
diabéte.

Ainsi que Malgorzata et ses collaborateur en 2007, ont montré par une expérience
réalisée sur 45 sujets DT1 parmi 87 que le taux moyen de I’AOPP chez des DT1 avec une
durée du diabéte inférieur a 04 ans différe significativement du taux de I’AOPP des

diabétiques avec une durée du diabete plus longue (p=0,009).

En revanche, JAKU et ses collaborateurs en 2012, suggérent qu’il n y a pas de
relation entre le taux de ’AOPP élevé chez les enfants atteints de DT, et la durée du

diabéte.

Plusieurs études portées sur des DT1 ont montré qu’il n’existe aucune
différence significative entre le taux de I’AOPP chez les DTl avec et sans
complication micro et macro-vasculaire (KALOUSOVA et al, 2001), tenant
compte de ces études et Sachant que les complications diabétiques apparaissent avec
la progression de la maladie, nous pouvons suggérer qu’il n’existe aucune relation

entre le taux de I’AOPP et la durée du diabete.



BASKOL et ses collaborateurs en 2008, ont montré par une éetude porté sur
57 patients DT2 dont 37 avec rétinopathie, que le taux d’AOPP est élevé chez les

deux groupes de diabétique, sans aucune différence significative.

111.2.5.Etude de la variation des taux de ’AOPP en fonction de I’équilibre glycémique :

Tableau XVII : Variation du taux de I’AOPP en fonction du taux de I’hémoglobine
glyquée chez les DT1.

HbA1C<7 HbA1C>7 P value | significativité
(N=2) (N=31)
AOPP (umol/l) | 94,85 + 15,36 78,69 £ 7,543 0,2963 Ns

Valeurs exprimées en moyenne * écart type.
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Figure 30: Variation du taux de I’AOPP en fonction du taux de
I’hémoglobine glyquée chez les DT1 (La différence n’est pas
significative a p>0.05).

La figure 30 représente la variation du taux de I’AOPP chez les diabétiques
type 1 en fonction du taux de 1’hémoglobine glyquée, nos résultats montrent que le
groupe des DTI ayant un taux d’HbAlc>7 ont un taux d’AOPP inférieur
(78,69£7,543) umol/l de ceux du groupe avec un taux d’HbAlc<7 (94,85+15,36)
umol/l (Tableau XVII). La comparaison des deux groupes par le test de Student



montre qu’il n’existe pas de différence significative (P=0,2963) entre les deux
groupes.

L’analyse de régression de I’AOPP chez les diabétiques (Annexe 1X) a montré
une corrélation faiblement négative avec la glycémie a jeun (r= - 0,3025) et
I’hémoglobine glyquée (r=-0,1621).

L’HbAlc est définie par la fixation lente et irréversible d’une molécule de
glucose désignée comme étant un  exemple caractéristique des produits d’Amadori.
C’est un marqueur qui prend de plus en plus d’importance vu son rdle a la fois dans
le diagnostic, et le suivi du patient diabétique de type 1let de type 2, représentant

ainsi le reflet de 1’équilibre glycémique sur une période moyenne de 2a 3 mois

(ZENDJABIL., 2015).

Nos résultats concordent avec les travaux de KOSTOLANSKA et ses

collaborateurs en 2009, qui ont montré que pour 60 enfants atteints de DT1, le taux
de I’AOPP est plus élevée pour une HbA1c>8% par rapport au groupe d’enfants
ayant une HbAlc <8%.

MALGORZATA et ses collaborateurs en 2007, ont montré par une étude
réalisée sur 115 enfants DT1 équilibré (HbA1c<8%) et non équilibré (HbAlc>8%)
que le taux de I’AOPP est significativement plus élevé chez les deux groupes de
diabétiques class¢ en fonction de 1’équilibre glycémique. Cependant d’autre travaux

réalisés par (JANA et al., 2009) n’ont pas trouvé de différence significative.

Nos résultats ne concordent pas avec ceux décrit par MATTAENCCI E et ses
collaborateurs en 2001, qui ont trouvé que le taux de I’AOPP présente une
corrélation avec la concentration du glucose dans le plasma  chez les sujets
diabétiques, EMMA et ses collaborateurs en 2015, confirment cette corrélation.

Cependant les travaux réalisé par (KALOUSOVA et al, 2001), n’ont montré
aucune corrélation entre le taux de I’AOPP et la statut glycémique ( glycémie et
HbALc).

Le contr6le de la glycémie joue un rble important dans I'étiologie des
complications diabétiques. Des données récentes soutiennent I'hypothése que des
voies non-enzymatiques  (glycation et oxydation) sont impliquées dans la

pathogenese des lésions tissulaires dans le diabéte sucré (ODETTI P et al., 1996).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003450915000267
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kostolansk%C3%A1%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19618662
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Odetti%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8960824

Les AOPPs sont une famille de protéines réticulées, formée par la réaction des
protéines plasmatiques avec les oxydants chlorés, la production de ces derniers est
une caractéristique des neutrophiles qui jouent un réle important dans les réactions
inflammatoires (WEI et al., 2014), par la suite on peut supposer que si la génération
des AOPPs n’est pas fonction de I’équilibre glycémique, elle sera obligatoirement en

fonction de I’intensité de I’inflammation.

111.2.6. Autres parametres du statut oxydatif :
111.2.6.1. Evaluation du taux de MDA :

La peroxydation lipidique est estimée chez les diabétiques de type 1, ainsi que
chez les témoins par le dosage de malondialdehyde plasmatique (MDA), les résultats

obtenus sont répertoriés dans le tableau XI1X et représentés dans la figure 31.

Tableau XVIII : Evaluation de la concentration du MDA chez les DT1 et les témoins.

Paramétre DT1 Témoins P value Significativité
N=33 N=33
MDA (pmol/ml) 3,88+ 0,05 0,64 + 0,002 <0,0001 falaieied

Valeurs exprimées en moyenne * écart type.

p< 0,0001
0.000015+

0.000010+

0.000005+

MDA (umol/ml)

0.000000-

Figure 31: Evaluation de la peroxydation lipidique chez les
diabétiques de typel et les témoins (La différence est hautement
significative a ***p<0,001 vs témoin).



La figure 31 représente la variation du taux moyen de MDA plasmatique chez
les DT1 ainsi que chez les témoins. A partir de ces résultats, nous concluons que la
concentration moyenne de MDA chez les DT1 est plus élevée en comparaison aux
témoins avec (3,88t 0,05) umol/l et (0,64 £ 0,002) upmol/l respectivement
(Tableau XVII1), la différence entre les DT1 et les témoins est hautement

significative a p<0.0001.

L’analyse de régression de I’AOPP chez les DTl (Annexe X) a montré une

corrélation faiblement négative avec le MDA (r=-0,0218).

La Peroxydation lipidique est un mécanisme bien établi dans les  lésions
cellulaires, elle est utilisée comme un indicateur du stress oxydatif dans les cellules
et les tissus. Et elle est toujours une indication du déclin des mécanismes de défense

enzymatiques et non enzymatiques (BRAHM et al., 2013).

Malondialdehyde (MDA) est un produit naturel de la peroxydation lipidique, il
peut également étre généré au cours de la biosynthése des prostaglandines dans les
cellules (SUWIMOL, 2005). Leur détermination a suscité un large intérét, car il
semble offrir un moyen facile pour I’évaluation du stress oxydatif (DRAPER et
HADLEY, 1990).

Les résultats obtenus se concordent avec les travaux de GALLOU et ses
collaborateurs en 1993, qui ont montré que les concentrations du MDA chez 117
sujets diabétiques (type 1 et 2) étaient plus élevées chez les DT1 par rapport aux
témoins. Les mémes résultats ont été obtenus par JANA et ses collaborateurs en
2001, dont les niveaux de MDA étaient significativement plus élevés chez les
enfants DT1 par rapport aux enfants en bonne santé. D’autre études réalisées par
DENNONI et DALI-SAHI en 2015, sur une population diabétique de type 2 de
I’extréme ouest algérien, monte ¢galement une augmentation du taux de MDA par

rapport aux témoins.

Dans des conditions a haute concentration du glucose la peroxydation

lipidique a augmenté significativement (CERIELLO et al., 2000).

Nos résultats ne semblent pas s’accorder avec les travaux de MALGORZATA et
ses collaborateurs en 2007, qui ont montré une corrélation faiblement positif entre
le taux de I’AOPP et le MDA (r=0,320).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/007668799086135I
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/007668799086135I

D’aprés Mahdad et ses collaborateurs en 2010, une augmentation de la
peroxydation lipidique au cours du diabéte est due au stress oxydatif résultant de la
déplétion des systemes protecteurs antioxydants. De plus, I’hyperglycémie génére
des espéces réactives de 1’oxygéne (ERO) induisant ainsi [’augmentation des

peroxydes lipidiques.

ARROUDJ en 2015, a mis en évidence des modifications de quelques marqueurs du
stress oxydatif au niveau des placentas des méres diabétiques de type 1, les résultats indiquent

une augmentation de la peroxydation lipidique marqueée par les taux élevés du MDA.



111.2.6.2. Evaluation du taux de la catalase :

L’¢tude de la variation des taux de la catalase a été étudiée dans le but d’évaluer 1’état de
la défense oxydative endogene chez les diabétiques de typel, et les témoins par le dosage de
I’activit¢ de la catalase. Les résultats obtenus sont répertoriés dans le tableau XIX et

représentés par la figure 32.

Tableau XIX : Evaluation du taux de la catalase chez des DT1 et des témoins.

Moyenne £ SEM DT1 Témoin P value | Significativité
N=32 N=32
Catalase (U/min/mg de protéine) | 0,16152 £ 0,006 | 1,016 + 0,4165 | <0,0001 FFkk

Valeurs exprimées en moyenne + écart type.

p< 0,0001
1.0+ I {
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Figure 32: Evaluation du taux moyen de la catalase chez les
diabétiques de typel et les témoins (La différence est hautement
significative a ***p<0,001 vs témoin).

La figure 32, représente le taux moyen de [Dactivité plasmatique de la
catalase chez des DT1 et des temoins. Ces résultats nous a permis de constater que la
concentration moyenne de la catalase chez les DT1 est faible par rapport aux
témoins  (0,16152 + 0,006) U/min/mg de protéine et (1,016 + 0,4165) U/min/mg de

protéine respectivement (Tableau XIX). Le test Mann Whitney montre qu’il existe



une différence hautement significative entre les DT1 et les témoins (p<0,0001), ce

qui suggere que le systeme de défense est altéré chez les diabétiques.

L’analyse de régression de I’AOPP chez les DT1 (Annexes X) a montré une

corrélation faiblement positive avec ’activité de la catalase (r= 0,06235).

Nos résultats concordent avec les études réalises par GIAMPEIRO et ses
collaborateurs en 2002, ou ils ont montré que I’activité antioxydante est réduite

alors que le stress oxydatif augmente chez les sujets DT1 par rapport aux témoins.

L’étude réalisée par ARROUDA en 2015, révéle que chez des meres
diabétiques de type 1, un deséquilibre de balance oxydant/antioxydant au niveau du
placenta, celui-ci est marqué par des variations dans le systtme de défense

antioxydant, dont la réduction de I’activité de la catalase.

Selon JANA et ses collaborateurs en 2001, la diminution de la protection
antioxydante et la surproduction des radicaux libres surviennent aussi chez les

enfants diabétiques.

D’aprés les  travaux de OMER et ses collaborateurs en 2000, ou les
activités de la superoxyde dismutase et de la catalase ont été mesurées dans les
érythrocytes et le plasma de 54 patients atteints de polyarthrite rhumatoide (21 sans
traitement et 33 traités classiquement), et de 33 sujets sains, indiquent qu’une
augmentation de [’activité pro-oxydante, pourrait expliquer ’inhibition des activités

anti-oxydantes.

Dans des conditions physiologiques, le corps est protégé contre les effets
néfastes des radicaux libres par un réseau de systeme de défense antioxydant.
Toutefois, ce systeme de défense devient douteux dans le diabete sucré. Il semble
que les mécanismes d’altération des défenses anti-oxydants peuvent étre dus a la
glycosylation non enzymatique de ces enzymes par [’hyperglycémie (OMOTAYO
etal., 2012).

Selon JOE en 2002, Chaque individu ne posséde pas le méme potentiel
antioxydant, ce dernier dépend des habitudes alimentaires, du mode de vie, des

caractéristiques  génétiques ou de I’environnement dans lequel il wvit. La



détermination du statut  stress oxydant /antioxydant d’un individu devient donc un

sujet de priorité en terme de prévention des maladies.

L’équilibre glycémique joue un roéle trés important dans la balance pro-
oxydants/anti-oxydants. La baisse des défenses anti-oxydantes est variable en ce qui
concerne les systemes enzymatiques et non enzymatiques, (BONNEFONT-
ROUSSELOT, 2004).

D’aprées POPOVICI et ses collaborateurs en 2010, il n’y a pas une méthode
universelle par laquelle 1’activité antioxydante peut étre mesurée quantitativement
d’une facon bien précise, tenant compte de la complexité des processus d’oxydation

et la nature diversifiée des antioxydants.

Plusieurs autres études montrent le rbdle protecteur de la catalase dans le
diabete, ainsi la surexpression attenue le stress oxydatif, et le développement du
diabéte type 1 par la protection des cellules B (YUNBO, 2011).



CONCLUSION

L’AOPP est un médiateur potentiel de [I’inflammation dans plusieurs
pathologies parmi elle, le diabéte. Ce dernier, est une pathologie grave liée au
développement du stress oxydant. Ce concept de stress oxydant décrit une situation
dans laguelle la cellule ne contréle plus la présence excessive de radicaux 0Xygénés
toxiques, conduisant a une attaque radicalaire des biomolécules, parmi eux les
lipides et les protéines. En effet il existe plusieurs mécanismes d’oxydation des
protéines qui conduisent a la formation d’une famille hétérogénes de protéines

modifiés tel que les produits protéiques d’oxydation avancée (AOPPs).

Il ressort de ce travail que la population de notre étude constituée de diabétique de typel

d’apparence saine se caractérise sur le plan clinique et pathologique par :

v des taux de ’AOPP représenté de fagon identique chez les sujets diabétiques quel

que soit le sexe, qu’il soit un homme ou une femme .

v des taux de ’AOPP qui augmentent lorsque 1’age du début du diabéte est apres 40
ans, suggérant une diminution des capacités antioxydantes et une forte oxydation

protéique.

v' des taux élevés d’AOPP chez les patients DT1 avec un statut glycémique
déséquilibré (HbAL1C >7) affirmant ainsi son implication comme médiateur de
I’inflammation. L’état inflammatoire est en faveur d’une augmentation de la
production des radicaux libres. Qui en conséquence, engendrent des dommages

oxydatives des protéines, des glucides, et des acides nucléiques.

v' des taux élevés du MDA chez les patient DT1 témoignant d’un déséquilibre

reflétant un état de stress cellulaire et tissulaire.

v’ des taux faibles de la catalase chez les DT1 suggérant un déséquilibre dans le
systeme de défense endogene suite a une hyperglycémie chronique en faveur d’une

augmentation de la production des radicaux libres.



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

ne possedent pas le méme potentiel oxydant.

En perspectives, il serait intéressant de développer cette recherche de point de vue
opérationnel par approfondissement de la connaissance sur :

» 1’étude génétique de génes de susceptibilité pour les AOPPs.

» 1’étude des taux de I’AOPP chez les diabétiques associés a des complications macro et
micro-vasculaire.

» 1’étude des AOPPs comme facteur de risque préventif des complications chez le

diabétique.
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Matériel non biologique utilisé

Réactifs

Micropipettes de 1000 ul, 500 ul, 100 pl, 50 pl, 10 pl
Congélateur a—80°C

Réfrigérateur a + 4°C

Balance de précision (RADWAG PS 210/C/2)

Bain marie (MEMMERT)

Vortex (MS1 Minishaker)

Centrifugeuse de paillasse (NF 048)
Spectrophotométrie (SHIMADZU UV-1601)

Spectrophotométrie de biochimie (Erba MannhEIm)

Kit pour Glucose

Kit pour I’'Hémoglobine glyquée Alc

Kit Cholesteérol

Kit Triglycérides

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)
Kit pour les Protéines totaux

Kit pour I’ Acide urique

Kit pour le Magnésium

NB : le kit c¢’est un ensemble de réactifs appropriés pour chaque dosage.
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Fiche de renseignement

Y4

INFORMATIONS PERSONNELS Médecin traitant

Nom Prénom :

\ AN

Sexe H | | ou F| | Hopital : l l p o
Res,dence Servzce

~

INFORMATIONS CLINIQUES :
[ Type de diabéte suspecté : Typell

0 Etiologie du diabéte : connu Onon connu O
[0 Age de début du diabete:........ooo.vvueiriceii e

0 DUPEE AU dIGDETE ..o et eee s eer e
0 IMC (Kg/m2) i POIAS = e Tl =
[ Tension artériel : PAS=.......ccccccovcvveveeeeece . PAD= oo FC=

0 Traitement actuel :. ”
\DEqumbre glycemlque Bon I:IMoyen I:IMauvals I:I

(CRITERES D'INCLUSION :

0 Acidocétose inaugurale ; Autres :. :

0 Syndrome cardinal (polyuried, polyd:ps:eEI amalgrlssemenTEI)
D HBALC D [Jeerrrrrnnnens glycémie [ Cl-weeeesesesenenes

0 Troubles cardiaques O Trouble de la vision [

\_

COMPLICATIONS :
o Néphropathie CONeuropathie CIRétinopathie CIMicroangiopathieCdMacroangiopathied

I\
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Composition des réactifs pour les différents dosages

» Glucose

Réactif 1 (Tampon)

Tampon tris, PH=7. ..o 100 mmol/l

Phénol. ... .o, 0.3 mmol/l
Réactif 2 (Enzyme)

GIUCOSE OXYAASE. .. uv ettt ettt et 10 000 U/I

PEroxXydase (POD)........oouiriit i, 1000 U/

AMINO-4-antipYrine. ... ..ot e, 2.6 mmol/l
Réactif 3 (Standard)

Etalon (IUCOSE). .. .ouvieiiiii e 100 mg/dl

Réactif de travail (RT) : Dissoudre une tablette de substrats de Réactif 2 dans 50 ml de

Réactif 1, fermer et mélanger doucement, jusqu’a ce que le contenu soit totalement dissout.

» Hémoglobine glyqué (HbA1c)

Réactif 1
Phosphate de potassium.............oooevuiiiiiiriiiieiieeeeeaeae, 50 mmol/l
Détergent PH=S ..o 5¢/1
AZoture de SOAIUIM ..o nnee et e 0,95 g/l
Réactif 2
Un tampon de phosphate pH=6, 5.............ccooiiiiiiiiiii, 30 mmol/I
Azoture de sOdium ...........oiiiiii i 0,95 g/l
Réactif 3
Un tampon de phosphate pH=6, 5.............cccoiiiiiiiiii, 72 mmol/Il
Azoture de SOdIUML........ooviii e el 0.95 g/1
Microcolonne

Ces microcolonnes contiennent une quantité pré-poids de résine équilibrée avec :
Du tampon de phosphate pH=6,5 ..., 72 mmol/Il
AZOTUIE A8 SOAIUML. ...ttt 0,95 g/l
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» Triglycéride

Réactif 1(Tampon)
GOOD PH =7, 5 e 50mmol/l
P-Chlorophénol...........cooiiiiiii e 2mmol/1
Réactif 2 (Enzyme)
Lipoprotéine lipase (LPL).........oooiiiiiiiiiiiieeee, 150000U/1
Glycérolkinase (GK)......oooviuiiiiiiiii e 500 U/
Glycérol-3-oxydase (GPO) .......c.ovviiiiiiiii e, 2500 U/
Péroxydase (POD).......oiuiiiiii i 440 U/
4-Aminophenazone (4-AP).......ooviiiiiiii 0,1 mmol/l
AT P, 0,1 mmol/1
Reéactif 3
Standard. ... ..o 200 mg/dl

Réactif de travail (RT) : Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes Reéactif 2 dans un
flacon de tampon Réactif 1, fermer et agiter doucement jusqu’a ce que le contenu soit

homogeéne.

» Cholestérol

Réactif 1 (tampon)
PIPES, pH=06,9. ..o 90 mmol/l
Phénol ..o 26 mmol/I

Cholestérol estérase (CHE).............coiiiiiiiiiii e 300 U/I

Cholestérol oxydase (CHOD)..........c.oviuenie e 300 U/I

Peroxydase (POD).......ooviiiiiii e, 1250 U/I

4-Aminophenazone (4-AP) ..., 0,4 mmol/l
Réactif 3 (standard)

Etalon(CT). v e 200mg/dl

Réactif de travail (RT): Dissoudre le contenu d’une capsule d’enzymes Réactif 2
dans un 1 flacon de tampon Réactif 1, fermer et mélanger doucement jusqu’a ce que

le contenu soit dissout.
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» ASAT
Réactif 1(Tampon)
TRIS PH=T, . e e 80mmol/l
L-aSPAITALE ...ttt 200mmol/l
Réactif 2(Substrat)
N A D H . 0,18mmol/1
Lactate déhydrogéné (LDH)...........cooiiiiiiiiii e 800U/1
Malate déhydrogénisé (MDH)..........c.cooiiiiiiiiiiiiiii e, 600U/1
O-CEtOGIULATALe ... 12mmol/1

Réactif de travail : Dissoudre une tablette de substrat de Réactif 2 dans 50 ml de Réactif 1,

fermer et mélanger doucement, jusqu’a ce que le contenu soit totalement dissout.

» ALAT
Réactif 1(Tampon)
TRIS pH=7,5. 100 mmol/l
L-Alanine. .....o.oni i 500mmol/1
Réactif 2 (Substrat)
N A D H. . . 0,18mmol/l
Lactate déhydrogénné (LDH)...........cooiiiiiiiiiiiiiiie 1200U/1
O-CEtOGIULATAte ... ..ot 15mmol/l

Réactif de travail : Dissoudre une tablette de substrat de Réactif 2 dans 50 ml de Réactif 1,

fermer et mélanger doucement, jusqu’a ce que le contenu soit totalement dissout.
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» Créatinine plasmatique

Réactif 1
Acide picrique (PIC) ... 17.5 mmol/l
Réactif 2
Hydroxyde de sodium (NaOH).............oooiiiiiiiiiiie 0.29 mol/ |
Etalon (Créatinine).........coouvvveiiiiiiiii i e, 2 mg/dl

Réactif de travail : mélanger un volume équivalent de Réactif 1 et de Réactif 2.

» Urée plasmatique

Réactif 1(Tampon)
Phosphate pH=6,7........oiii e 50mmol/1
BT A e 2 mmol/l
Salicylate de sodium.............ooooiiiiiiiiii 400mmol/1
Nitroprussiate de SOdiUM. ...........ooeviiiiiiiiiiiiieee 10 mmol/l
Réactif 2
Hypochlorite de sodium (NaCIO) ...........oovviiiiiiiiiiiii 140 mmol/l
Hydroxyde de sodium..............cooiiiiiiiiiiis e 150 mmol/l
Réactif 3(Enzyme)
UTCASE ..ttt e 30 000 U/1
Etalon (Ur€e) ....oveiiii i 50mg/dl

Réactif de travail (RT) : Dissoudre le lyophilisat (Reactif 3) dans un flacon de Réactif 1.
Quant au réactif 2, il est prét a I'emploi.
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» Protéines totaux
Réactif 1 (Chlorure de sodium)

Chlorure de SOdiUm .........oviuiiitiiie e 75mmol/Il
Réactif 2 (Réactif de biuret)

Hydroxyde de sodium..............oooviiiiiiiiiiiiiii e 370mmol/l

Tartarate-Na-K. ..o, 10mmol/i

Todure de potassIuML. ........evniiiiiiie i e e eee e, 3mmol/l

Sulfate de CUIVIE ....oviii i e e 3mmol/Il
Réactif 3 (Etalon)

Btalon ... 60g/1

» Acide urique

Réactif 1
Phosphate pH=7,4..... ..., 50mmol/I
2-4-DC P S 4mmol/l
Réactif 2 (Lyophilisat)
U ISR ettt ittt et e e e e 60U/1
PeroXydase. ......coviiniiii e 660U/1
ASCOrDAE-0XYAASE. ...\ vttt 200U/1
4-AminoPh€nazone............oooiiiiiiiiiii e Immol/l
Réactif 3 (Standard)
ACIAC UTIQUE ...ttt e e e e 6,0mg/dl

Réactif du travail (RT) : verser le contenu du Reéactif 1 dans le flacon du Réactif 2, agiter

doucement jusqu’a dissolution compléte.



» Magnésium

Réactif 1
Bleude xylidyle.......o.oiiiiiii 0,1mmol/l
Acide thioglycolique .........coooiiiiiiii 0,7mmol/1
DMSO. . 3000mmol/1
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durée du 05 10 15 15 20 20 25 25 30 30 35 5 10 Témoins
diabéte

05 0,15198202 | 0,95580593 | 8,751E-05 | 0,96270256 | 0,46555118 | 0,66449915 | 0,059818603
10 15 0,151982021 0,25030133 | 0,00512862 | 0,49978413 | 0,09978986 | 0,32018944 | 0,000871074
15 20 0,955805933 | 0,25030133 0,00050127 | 0,98882248 | 0,4805884 | 0,76102893 | 0,144759866
20 25 8,75102E-05 | 0,00512862 | 0,00050127 0,01884922 | 0,0003926 | 0,00034585 | 1,02646E-07
25 30 0,962702558 | 0,49978413 | 0,98882248 | 0,01884922 0,60866043 | 0,86996202 | 0,439249678
30 35 0,465551182 | 0,09978986 | 0,4805884 | 0,0003926 | 0,60866043 0,31859041 | 0,828733523
5 10 0,66449915 | 0,32018944 | 0,76102893 | 0,00034585 | 0,86996202 | 0,31859041 0,021112317
Témoins 0,059818603 | 0,00087107 | 0,14475987 | 1,0265E-07 | 0,43924968 | 0,82873352 | 0,02111232




Etude de la corrélation entre le taux de ’AOPP et le statut oxydative :

Annexe X
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Etude de la corrélation entre les taux de I’AOPPs et I’équilibre glycémique :
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Glossaire

Adduit Fixation d’une molécule sur une des bases de I’ADN par une liaison
covalente pouvant parfois former un pont intra-caténaire entre les deux chaines de
I’ADN.

Acide aminé: molécule organique appartenant a la famille des protides comportant
une fonction acide (-COOH), une fonction amine (-NH2), un hydrogéne et un
groupement chimique (radical) liés de fagon covalente a un méme atome de carbone.
Les différents acides aminés different par leur radical. Les protéines de tous les étres

vivants sont formées a partir des mémes 20 acides aminés.
ADN : acronyme de "acide désoxyribonucléique.

Albumine : Est la protéine la plus importante en quantité dans le sérum humain,
fabriquée par le foie et sert a transporter un nombre important de substances dans le

sang.
Anthropométrique : Relatif a la mesure physique des caractéristiques humaines

Antioxydant Molécule qui ralentit ou empéche [’oxydation, la dégradation des

aliments, de certains composés organiques ou de certains matériaux.
Apoptose : mort cellulaire programmée.
Cancer : processus de prolifération cellulaire incontrélé .

Cholestase  (cholostase) :  correspond a une diminution ou disparition de
I’écoulement de la bile générant une augmentation dubite du volume de bile dans les

voies billiaires.
Cytotyse : désigne une déstruction des cellules du foie.
Diabéte : affection caractérisée par une polyurie et une polydypsie.

Diurése : excrétion urinaire.


http://www.didier-pol.net/6LEX-SMS.html#po
http://www.didier-pol.net/6LEX-SMS.html#po

Dyslipidémie : désigne une concentration trop ¢élevéed’un ou plusieurs lipides

présents dans le sang.
Enzyme : biocatalyseur.

Explosion respiratoire : Désignée sous [’appellation «respiratory burst », est la
libération rapide et soudaine de dérivés réactifs de 1’oxygene ; typiquement lors de la
phagocytose d’une bactérie, un des enzyme clef pour cette production est la NADH

oxydase

Ferritine : Est la protéine qui permet le stockage de fer a I’intéricur des cellules qui

contient environ 20% DU fer de 1’organisme.
Glycémie : taux de glucose sanguin.

Granulocyte : catégorie de leucocytes caractérisée par des granulations

cytoplasmiques et un noyau polylobé (synonyme : polynucléaire).

HDL :est une lipoprotéine dite de haute densité. Dans la mesure ou il intervient dans
I’élimination du cholestérol, il est aussi appelé «bon cholestérol » car son
augmentation  est  considérée comme un  facteur  protecteur de  risque

cardiovasculaire.

Héme : groupement prosthétique constitué d'un complexe porphyrine- ion ferreux

présent dans diverses protéines (hémoglobine, myoglobine, cytochromes).

Hémodynamique : ou dynamique du sang ,est la science des propriétés physiques

de la circulation sanguine

Inflammation : réaction de défense non spécifique en réponse a un foyer local
d’irritation  d’origine  biologique ou physico-chimique caractérisée par [’afflux
de leucocytes. Elle se traduit par des signes cliniques : chaleur, rougeur, tuméfaction

et douleur.

Insuline : hormone protéique hypoglycémiante secrétée par les cellules b des flots
de Langerhans qui intervient dans la régulation de laglycémie lorsque la

concentration en glucose sanguin augmente.
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Isoenzyme : enzymes qui différe dans la séquence d’acide aminée mais catalyse la

méme réaction biochimique .

LDL : est une lipoprotéine dite de basse densité, le corps la produit pour transporter

le cholestérol dans 1’organisme.il est aussi appelé « mauvais cholestérol » .

Métabolisme : ensemble des réactions chimiques de [I'organisme regroupant

anabolisme (réactions de biosynthéses) et catabolisme (réactions de dégradation).
Neutrophile : catégorie de granulocytes.

Polydipsie : soif excessive conduisant a I'absorption d'une grande quantité de

liquide.
Polyurie : augmentation de la diurése
Pathogene : qui peut provoquer une maladie.

Protéine: macromolécule informative constituée d'un enchainement covalent

ordonné d'acides aminés
Radical libre Espece chimique possédant un électron non apparié.

Réaction de Fenton: Réaction d’oxydation avancée, le peroxyde d’hydrogene

oxyde le fer ferreux aboutissant a la formation du radical hydroxyle a un PH acide.

Sites abasiques Partie de I’ADN dépourvue d’une base purique ou pyrimidique et
ayant perdu l’information génétique par rupture de la liaison entre une base et le

désoxyribose.

Transférrine : Est une protéine du sang qui se combine au fer ,et le transporte vers

les organes
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