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Résumé

L'objectif de cette etude était d'évaluer I'état de stress oxydatif au cours de
diabete de I'insulinosécrétion et I'insulinorésistance. Notre expérimentation a été
réalisée chez 35 individus volontaire d'age (42,94+3,22) ont été divisés en trois
groupes. Le premier groupe individus sains (témoins), le deuxieme groupe diabétique
type 1 et le troisieme groupe diabétique type 2, sur les quelles nous avons dosées
quelques parameétres biochimiques sur différente liquide biologique (le sérum, les
érythrocyte et la salive). Les résultats obtenus dans la présente étude montrent
clairement que le diabéte est confirmé par I'hyperglycémie observé chez tous les
patients diabétiques. Les résultats obtenus montrent aussi une diminution de la
concentration de l'acide urique sériques chez les diabétique de type 1 (10.78%) et les
diabétiques de type 2 (26,83%) par rapport aux témoins, par contre et d’aprés nos
résultats on a observé une augmentation de la péroxydation lipidique salivaire mais
pas au niveau sérique. par ailleurs on a montré dans cette étude une élévation du taux
de GSH eérythrocytaire chez les diabétique type 1(193,61%) et type 2 (13,25%) par
rapport aux témoins. En conclusion la présente étude révele que le diabete induit un
déséquilibre de statut oxydant/antioxydant au niveau sérique, érythrocytaire et
salivaire ce qui permet le développement des complications associées au diabéte.
Toutefois, de nouvelles études sont nécessaires afin d’identifier des autres marqueurs
antioxydant dans différentes liquides biologiques pour bien diagnostiquer les

diabétiques a fin de protéger contre les éventuelles complications de diabéte.

Mots clés: Diabete, Stress oxydant, Acide urique, GSH, MDA.
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Introduction

Le diabete sucré est une maladie potentiellement mortelle et un groupe

d'affections métaboliques caractérisées par la présence dhyperglycémie chronique
résultant d'une déficience de sécrétion d'insuline ou d'une anomalie de I'action de
I'insuline ou les deux conjuguées (MODIBO ., 2013).
D’apres la Fédération internationale du diabete, la prévalence a été augmenté de facon
tres importante au cours de ces dernieres années vers 382 millions de personnes ont
été touchées en 2013 le taux de croissance actuel se poursuit et le nombre total de
diabétiques dépassera les 592 millions vers 2035 (HEMKENS et al., 2009). En plus
de ces chiffres alarmants, il faut tenir compte des personnes qui ignorent qu’elles sont
diabétiques car le développement de la pathologie est silencieux et sournois. Le
diabéte responsable chaque année dans le monde de prés de 4 millions de déces
(AUNERVAL ., 2010). Des nombreuses études suggerent que le diabéte
s'accompagne d’un stress oxydant qui favorise le développement de la maladie en
perturbant I'insulino-sécrétion, en favorisant I'insulino-résistance (ROSENSTOCK et
al., 2008).

Le stress oxydant est la conséquence d'un déséquilibre entre la production
des radicaux libres et la destruction par des systemes de défenses anti-oxydantes. Les
radicaux libres peuvent engendrer des dommages importants sur la structure et le
métabolisme cellulaire en dégradant de nombreuses: cibles protéines, lipides et acide
nucléiques (BOUMAZA ., 2009).

L’objectif de notre étude est une contribution a I’étude de I’évaluation de
certaine parametre de stress oxydant au niveau sérique, érythrocytaire et salivaire chez

des patients diabétiques de type 1 et type 2 dans région d’EI-Oued.
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Chapitre | Diabéte

1- Généralité sur le pancréas

Le pancréas est un organe mou, de forme triangulaire, situé en bonne partie a l'arriére
de I'estomac (MARIEB et HOEHN., 2010), est une glande abdominale reliée au duodénum,
qui se compose de deux compartiments fonctionnellement et morphologiquement distincts
découlant de I'endoderme (PAUL., 2013), Le compartiment exocrine (98 % de la masse totale
de l'organe) est une glande tubulo-acineuse qui produit le bicarbonate de sodium qui
neutralise le HCI dans I'estomac et permet le chyme dans le duodénum d'un pH légérement
alcalin et des enzymes digestives y compris la trypsine et la chymotrypsine, qui digérent les
protéines; amylase pancréatique, qui digére I'amidon; et la lipase, qui digére la graisse
(RAVEN et JOHNSON., 2002), qui passent a travers les canaux pancréatiques pour vider
dans le duodénum a proximité de l'ouverture de la voie biliaire, ou ils contribuent a la
transformation des aliments (FRANDSON et al., 2009), le compartiment endocrinien (< 2 %
du tissu pancréatique) disséminés entre les cellules acineuses, et surtout dans la région de la
queue du pancréas, de minuscules amas de cellules appelés Tlots pancréatiques, ou flots de
Langerhans (Figure 01) (MARIEB et HOEHN., 2010), comprenant cing hormones sécrétant
différents sous-type de cellules hormonopoiétique: a-. - §- €-, et PP cellules sécrétant le
glucagon, l'insuline, la somatostatine, la ghréline, et PP (de polypeptide pancréatique),
respectivement. L'interaction intime entre les Tlots et les cellules vasculaires régule la
libération d'hormones, I'établissement d'un contrdle fin de I'hnoméostasie du glucose dans le

corps.

Hormone pancréatique:
Pancreas gl [Insuline
b Glucagon

flots de Langerhans

Vi

Voie biliaire

—

Cholédoque I 4

Duodénum Cellules o

Canal pancréatique Cellules B

Cellules acineuses

sécrétent des enzymes digestives | Cellule acineuse

Figure 01 : Le pancreas (MARIEB et HOEHN., 2010)
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Chapitre | Diabete

L'insuline et le glucagon agissent de facon coordonnée pour maintenir I'hnoméostasie
glycémique en régulant le stockage, le métabolisme et la néogenese de glucose.
Somatostatine et PP ont été impliqués dans la régulation d'autres hormones et exocrine
sécretion d'enzymes. La fonction de la ghréline, sécrétée par ¢- cellules, ne sait pas encore ce
qui concerne I'nomeostasie glycémique (PAUL., 2013).

Le pancréas peut, comme tout autre organe, étre la cible d’attaques radicalaires.
Néanmoins, il est plus sensible a ce type d’attaques car les cellules B ont de plus faibles

quantités d’éléments antioxydants (CLAEYSSEN., 2009).

2- Diabéte

2-1- Physiopathologie de diabéte de I’Insulino-sécrétions

C'est une forme (pure) de diabéte appelé diabéte insulinodépendant (DID), ou encore
diabéte juvenile). Il est d0 a une carence absolue en insuline par destruction des cellules f3
pancréatique (ANNICK et al., 2012). Cette maladie touche majoritairement des enfants,
adolescents et adules jeunes, mais peut survenir a tout age (REDOUANE., 2011). Il se
caractérise par une émission d'urine excessive (polyurie), une soif intense (polydipsie) et
un appétit anormalement augmenté (polyphagie). Il y a deux sous-types: diabéte de type
1A; auto-immun incluant le type 1 lent et diabéte de type 1B, idiopathique (absence
d’anticorps) (CLAUDE MBANYA., 2010).

2-1-1- Facteurs des risques
2-1-1-1- Facteurs génétiques

La contribution génétique de I’atteinte par ce type a été démontrée par des études sur
les jumeaux ou le taux de concordance différe d’une maniére significative entre les
monozygotiques (environ 50%) et les jumeaux dizygotiques (6%) (AUNERVAL., 2010).
Il s’agit d’une susceptibilité multigénique en cause:

- Le 1% et le principal se situe sur le chromosome 6 au niveau des génes ou du systéme
HLA de classe II avec un risque relatif de 3 a 5, lorsqu’il existe un antigéne HLA DR3 ou
DR4.

-Le 2°m gene repéré se situe dans la région du géne de I’insuline mais d’autres régions
du génome sont impliquées. Leur étude permettra peut-étre d’améliorer le dépistage du risque
génétiqgue (ANONYME., 2004).
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2-1-1-2- Facteurs immunitaire

Le diabete de type 1 est une maladie auto-immunitaire dans laquelle les ilots
pancréatiques montrent une infiltration abondante des cellules mononuclées qui comprennent
des cellules dendritique, des macrophages et des cellules T (ALLAN., 2008).

Bien que la destruction des cellules B par médiation des cellules T, I’'implication des
anticorps (Anticorps anti insuline IAA, Anticorps antiacide glutamique décarboxylase
(GAD),Anticorps Anti-ICA69) qui ont été d’une grande importance en permettant un
diagnostique précis et la prédiction des individus risqué de développer ce type (KEBIECHE
etal., 2011)

2-1-1-3- Facteurs environnementaux

Les facteurs environnementaux jouent un rdle important dans [ apparition et
I’expression clinique de la maladie (Figure 02). 11 a été démontré que 1’absence
d’exposition a des organismes pathogenes (virus) au cours de la période d’enfance, limite la
maturation du systeme immunitaire et augmente la susceptibilité a developper une
maladie auto-immune (REDOUANE ., 2011)

Factour déclacheant:

virus? protéing nllununn‘\
100 Début de Ia
destruction auto-
immuna des

cellules P

Prédisposition

]
=}

gindtiques: -
i

Molécules HLA PRE- i

clagsa l: DIABETE ! MANIFESTATION
]

DU DIABETE

T

DQwsS, -DR4, -DR3 Sl

(Géne insuline?)

&
(=]

REMISSION

Cellules 3 fonctionantes (%)
o]
=}

b
-]

i Amticorps des llots  (IZ4; 1A-2:
i GADES), Innuline-Auto-
] anticorps

ans

Figure 02 : Facteur de développement de diabéte type 1 (BUYSSCHAERT., 2006).
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2-2- Physiopathologie de diabéte de I’Insulinorésistance

Cest une forme de diabete La plus fréquente, appelé aussi  diabéte non
insulinodépendant qui caractérisé par une résistance a I’insuline et /ou un défaut de sécrétion
d'insuline (MODIBO., 2013), c'est-a-dire le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline
ou quand l’organisme n’utilise pas efficacement I’insuline qui est produite, le glucose
s’accumule dans sang (SHINDE et al., 2011). Il représente plus de 90% de tous les diabétes
dans le monde surtout chez les individus de plus de 40 ans (CLAUDE MBANYA., 2010).
Il existe probablement plusieurs étiologies spécifiques au diabete de type 2 :

2-2-1-Mécanisme de I'insulino-résistance

Une des premieres phases du diabéte de type 2 est I'insulino-résistance, sa mise en place
fait intervenir de hautes concentrations en acides gras qui sont le tissu adipeux dans la
circulation. Ces acide gras sont ensuite oxydés dans le tissu périphériques en acétyle
coenzyme A, en diacylglycérol et en céramides, ce qui entraine l'augmentation d'une isoforme
d'une protéine kinase C. cette kinase phosphoryle le récepteur IRS-1 sur les acides aminées
sérines et thréonine ce qui a pour conséquence d'inhiber la phosphorylation de la tyrosine qui
est requis pour libérer l'insuline (BRINGUIER., 2013). Ainsi, la translocation des vésicules
renfermant le transporteur GLUT4 est inhibée, le glucose circulant ne peut donc pas entre
dans les cellules. Ce la favorise I'hyperglycémie ; le pancréas va donc s'adapter en produisant
I'insuline (AUNERVAL., 2010).
La résistance a l'insuline combine deux types d'anomalies :
- Anomalie de la liaison de l'insuline a son récepteur qui correspond a une diminution du
nombre des récepteurs sans modification de leur affinité.
- Anomalie de la transmission post-récepteur; défaut de [l'activité du transport
transmembranaire du glucose en réponse a la liaison insuline/récepteur (BUYSSCHAERT.,
2006).

2-2-2-Apoptose des cellules

Dans les cellules B, 1'accumulation des acides gars libre est toxique, cette toxicité passe
par la formation de céramide, induisant I'augmentation d'oxyde nitrique NO et l'activation de
I'apoptose. de plus, une concentration élevée en glucose induit une lI'apoptose médiée par I'lL-
1 B surdes cellules B dans un modéle de rat diabétique de type 2, mais aussi sur des ilots
humains (MAEDLER et al., 2002) . L'hyperglycémie chronique est également responsable de
la formation d'espéces réactives de l'oxygene ; ROS pour (réactive oxygene especes) qui
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contribue avec I'lL-1 B a la transcription du facteur NFKB. De plus, le tissu adipeux sécrete
des hormones et des cytokines ayant des actions auto et paracrine. Les adipocytes peuvent
secréter de la leptine, des antagonistes du récepteur a I'lL- 1 B, du TNFa et de I'IL-6 ces
factures sont tous augmenteés et sont liés a l'insulinorésistance (DONATH et al., 2003).

3- Implication du stress oxydant dans le diabete

Plusieurs axes de recherches ont examiné le réle du stress oxydatif sur I’apparition et
le développement des troubles diabétiques éventuellement via la formation des radicaux libres
oxygénés (KEBIECHE et al.,, 2011). L’¢lévation de la glycémie est associée a une
augmentation du stress oxydatif, qui semble contribuer au développement des complications
du diabéte, incluant des Iésions sur les gros et les petits vaisseaux sanguins (macro et micro-
angiopathie) susceptibles d’avoir de graves conséquences sur des organes cibles comme les
nerfs, les yeux ou les reins (EDEAS et al., 2010)

L’hyperglycémie joue un role important dans la pathogenéese de ces complications.
Des concentrations anormalement élevées en glucose circulant peuvent induire un stress
oxydant par le biais de divers mécanismes (SHEN et al., 2010). Ainsi, I’état d’hyperglycémie
chronique stimule la génération d’especes oxygénées réactives, ’activation de la protéine

kinase C, la voie des polyols et favorise la réaction de glycation (EDEAS et al., 2010).

3-1- Réaction de glycation

L’¢état d’hyperglycémie chronique favorise également les réactions de glycation non
enzymatique, caractérisée par la fixation irréversible du glucose sur les fonctions amines des
protéines. Cette réaction conduit a la formation de produits d’Amadori et de glycation
avancée (AGE : Advanced glycation end Product) a partir d’une base de Schiff
(BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2007). Une fois formés, les AGE modifient la structure
et les fonctions des protéines et participent au développement d’un stress oxydant et d’un état
pro- inflammatoire (GILLERY., 2006). En effet, I’hyperglycémie a comme traduction
immédiate la production de radicaux libres qui réduisent 1’activité d’une des enzymes de la
glycolyse, la glyceraldéhyde-3-phosphate dehydrogénase (GAPDH) (LEVERVE., 2006).

La formation des produits finaux de glycation (AGE) est due a l'augmentation de la
glycation enzymatique des protéines, des lipides et des acides nucléiques. Une fois formés,
I'AGE peut influencer la fonction cellulaire en se liant a plusieurs sites membranaire, y
compris le récepteur de 'AGE (RAGE). L'interaction des AGE au RAGE conduit a la

génération intracellulaire des radicaux libres de l'oxygene (JURGEN et al., 2005) et,
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parallelement, I'épuisement des antioxydants. L'élévation du stress oxydatif cellulaire
finalement conduit a I'activation du facteur de transcription NFKp, sensible au balance redox
cellulaire qui joue un réle tres important dans la régulation de nombreux génes comme les
cytokines (TNF, IL6, IL8); les Molécules d'adhésion (VCAM-1, VCAM-2), le facteur
tissulaire procoagulant, I'endothéline-1, iINO-synthase et la cyclo-oxygénase, héme oxygénase
de type-1, et la 5-lipoxygénase (RONDEAU., 2010).

3-2- Voie des polyols

Le glucose, de ce fait, s’accumule dans les tissus périphériques et active une voie
accessoire, la voie des polyols. Dans cette voie, le glucose est transformé en sorbitol par
I’aldose réductase, qui n’est activée qu’en présence d’une hyperglycémie, car elle posséde une
faible affinité pour le glucose. La réaction a lieu en présence du cofacteur NADPH,H+ issu de
la voie des pentoses phosphates. Le sorbitol est ensuite transformé en fructose par le sorbitol
déshydrogénase, dont le cofacteur est le NAD™.L’activation de cette voie peut avoir des effets
déléteres (BROWNLEE., 2001). Cette baisse de cofacteur et de GSH réduit augmente la
sensibilité de la cellule au stress oxydant (BROWNLEE., 2005).

3-3- Protéine kinase C

L’hyperglycémie induit une synthése accrue de diacylglycérol (DAG) a partir des
intermédiaires de la glycolyse, qui est un cofacteur activateur des différentes isoformes de la
protéine kinase C (PKC). L’augmentation de 1’activité de I’enzyme induit une augmentation
de I’expression des genes néfastes pour la cellule et au contraire, diminue celle des genes

bénéfiques (RONDEAU., 2010).

4- Prise en charge thérapeutique du diabéte
Les objectifs du traitement sont: la normalisation de I'HbALC (< 6,5 %), I'amélioration
des glycémies et de l'insulino-sensibilité, la prise en charge globale des facteurs de risque
cardiovasculaire (tabac, HTA, dyslipidémie) (COLHOUN., 2013).

Les moyens dont on dispose pour traiter sont :
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4-1- Mesures hygiéno-diététiques

Les mesures hygiéno-diététiques sont la pierre angulaire du traitement du diabéte.
Elles permettent a la fois de contrdler les perturbations de 1’équilibre glycémique et de
prévenir I’apparition des complications micro et macro-vasculaires (BORIES., 2012)

Globalement, I’instauration de mesures hygiéno-diététiques chez un patient diabétique
correspond sur le plan diététique a un régime alimentaire légérement hypocalorique, surtout si
le patient présente un surpoids, il est en effet démontré qu’un amaigrissement de seulement 5
% du poids corporel apporte un bénéfice glycémique non négligeable (SARITA et al., 2011),
a I’aide de I’infirmicre spécialisée et d’une diététicienne, le patient apprendra les bases d’une
alimentation équilibrée (SLAMA-CHAUDHRY et al., 2013). Le fait de perdre du poids
(méme de 2 kg a 5 kg) peut contribuer a abaisser le taux de sucre sanguin. Pour bien des gens,
une alimentation saine et un programme d'exercices peuvent suffire a équilibrer la glycémie
(MOREL et al., 2012). L'activité physique C'est une partie intégrante du traitement en
complément des mesures diététiques et du traitement médicamenteux s’il a lieu. Les études
montrent que 1’exercice physique permet d’améliorer la sensibilité a 1’insuline des tissus
périphériques (permettant un meilleur contréle glycémique) (BORIES., 2012), en cas
d’instauration d’un traitement médicamenteux, ces mesures doivent €tre maintenues a vie,

elles sont la base méme du traitement antidiabétique et potentialisent ’efficacité des

médicaments (SARITA et al., 2011).

4-2- Antidiabétiques oraux
4-2-1- Antidiabétiques oraux classiques

Le régime alimentaire et I'exercice ne suffisent pas a eux seuls; la prise de
médicaments devient alors nécessaire pour maintenir constant le taux de sucre sanguin. Les
antidiabétiques oraux (ADO), également appelés hypoglycémiants oraux, permettent
d'abaisser le taux de sucre dans le sang. Ces agents agissent sur la cellule B du pancreas, la
production hépatique du glucose, la digestion des glucides ou encore sur I’isulinosensibilité
(MOREL et al., 2012). lls peuvent étre regroupés sous cing classes chimiques différentes,
présentées dans le tableau 01, ci-apres. Notons toutefois que les biguanides et les sulfamides
hypoglycémiants sont les deux classes les plus fréeqguemment prescrites (LECAQUE., 2011).
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TableauOl : Les classes des médicaments classiques du diabéte (LECAQUE., 2011).

Sulfamides

Inhibiteurs des alpha

Classe chimigue Biguanides . Glinides Glitazones R
hypoglycémiants glucosidases
T Glimépiride AMAREL Pioglitazone ACTOS
Spe:lalltes Metformine, GLUCOPHAGE, Gll'bencplamide DAONIL Repaglinide NOVONORM {:fude des effets Acarbose GLUCOR
STAGID Miglitol DIASTABOL
Gliclazide DIAMICRON indésirables en cours) B
—— "
AT‘E:EI?;E- l: ::_I"‘i:ﬂ Il:efe Stimule la sécrétion de l'insuline Stimule ba séorétion de R?ﬁi::g:sl ;\::’T‘I:;;[:zs
Mécanisme ) ~ . I'insuline au niveau des Diminution de glucides comp'e
- muscles et du faie. au niveau des cellules béta . P niveau intestinal,
d’action L . , L cellules béta I'insulinorésistance N )
Réduit la néoglucogenese pancréatiques. .. entrainant une absorption
o pancréatigues. .
hépatique. plus tardive
Modalité de prise | Aucours ou en fin de repas Avant les repas Avant les repas Au cours des repas Au début des repas
Rétention hydrosodée
Troubles digestifs Hypoglycémies (moins Prise de poids Troubles digestifs
Effets Acidose lactique (car Hypoglycémies puissantes qu'avec les SH) Anémie Elévation des
indésirables inhibition de la Effet antabuse Troubles digestifs Hypoglycémie transaminases

néoglucogénése)

Troubles digestifs
Céphalées

Insuff rénale modérée ou

séyére (Clairance <60mL/mn)

Diabéte type 1

Insuff rénale sévére (Clairance

Insuff rénale sévére
{clairance de la créatinine
«25mL/mn)

Contre Insuff hépatique Dla?ete.tvpe 1 . Insuff calrdlalque Troubles' dela dlgestu:-n,
indicati Hypoxie tissulaire <30mL/mn) Insuff hépatique sévere Insuff hépatique de I'absorption
mcleations Alcoolisme Insuff hépatique sévére Grossesse, allaitement Grossesse, allaitement Maladies inflammatoires

. Grossesse, allaitement chroniques
Grossesse, allaitement
ATCD de syndrome
occlusif, ulcére, hernie
€l inhibiteurs et Déconseillé : adsorbants
Interactions Déconseillé avec alcool (IH), (I : daktarin, glinides inducteurs enzymatigues, (1 : insuline {risque accru rntestinau.\-c enzymes
médicamenteuses | produits de contraste iodés Déconseillé : alcool gemfibrozil d'insuff cardiaque) o
L digestives
(hypoglycémies), SH
, . o Précaution toute Réaliser un bilan préalable N
Co tai Recommandé par la HAS en Bons résultats mais risque o ) p_ Troubles digestifs
mmentaires, L N . N L particuliére pour les de |a fonction cardiague et L
" . premiére intention du important d"hypoglycémies ; ne ; (flatulence, météorisme)

conseils pratiques } - _ conducteurs de machine, un dosage des o,

L traitement par ADO du pas administrer si absence de - . ) minimisés par une
d’utilisation du fait des risques transaminases tous les deux

diabéte de type 2

repas

d’hypoglycémie

mois

posologie progressive

4-2-2- Antidiabétiques récents

La sécrétion prandiale d’insuline est due d’une part a 1’¢lévation de la glycémie et

d’autre part a des facteurs insulino sécréteurs appelés Incrétines (le principal est le GLP-1) qui

sont détruits par la Dipeptidyl-peptidase 4 (DPP-), Deux types de molécules ont donc été
développés (BRINGUIER., 2013).

Les incrétino-mimeétiques, agonistes des récepteurs GLP-1: sont des incrétines

injectables. Ce sont des composés qui ont la méme activité mais qui sont plus résistants a la

dégradation par le DDP-4 (BORIES., 2012), deux molécules sont disponibles dans cette
classe: I'exénatide (BYETTA) et le liraglutide (VICTOZA) (BRINGUIER., 2013).

Les inhibiteurs de la DPP-4 qui prolongent la durée de vie du GLP-1: Les

inhibiteurs du DPP-4 (dipeptidyl peptidase -4) sont des incrétines orales. En diminuant

I’action des enzymes responsables de la dégradation du GLP 1, on augmente ainsi sa demi -

vie, ce qui permet de diminuer la glycémie. Il existe actuellement 3 molécules différentes la
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Sitagliptine (Januvia® / Xelevia®), la Vildagliptine (Galvus®) et la Saxagliptine (Onglyza®)
(BORIES., 2012).

4-3-Insulinothérapies

L’évolution naturelle du diabéte de type 2 en paralléle avec I’insulino-résistance se fait
de manicre inexorable vers un déficit de I’insulino-sécrétion. L’instauration d’un traitement
par insuline peut se faire soit de maniére transitoire pour faire face a une situation clinique
aigué soit de maniére definitive (le plus souvent) aprés échec des traitements oraux. Les deux
effets secondaires les plus fréquents de 1’insuline sont la prise de poids et I’hypoglycémie

(BORIES., 2012).

12



Chapitre 11
Stress oxydant



Chapitre 11 Stress oxydant

1- Définition du stress oxydant

Le stress oxydant est défini comme un déséquilibre entre les processus biochimiques
de production des ERO et ceux qui sont responsables de leur contrdle et élimination
(MASSART., 2011). 11 s’agit donc d’une perturbation dans I'équilibre pro-
oxydant/antioxydant en faveur de la formation des espéces réactives (MLLE CONG., 2012).

Le stress oxydant peut sérieusement influencer la viabilité des cellules et induire des
réponses cellulaires conduisant a la mort cellulaire. De nombreuses études ont montré la
relation entre les dommages oxydatifs de molécules et mécanismes physiopathologiques des
maladies graves comme l'athérosclérose, les maladies neuro-dégénératives et le diabéte. Il
existe également un lien entre le stress oxydatif et le processus de vieillissement
(CLEMENTINE., 2013).

2- Radicaux libres
2-1- Définition des radicaux libres

Les radicaux libres (RL) sont des espéces chimiques indépendantes qui contenant un
ou plusieurs électrons non apparies (célibataire) (NTIMBANE., 2009). Ces espéces réactives
partagent la méme propriété ; ont de fait une durée de vie généralement trés courte (LENZI.,
2011), tres instables (AUBERVAL., 2010) et trés réactifs connus sous le nom espéces
réactives de 1’oxygene (ERO) qui sont toxiques pour 1’organisme parce que responsables de
dysfonctions et de mort cellulaire (NKHILI., 2009).

2-2-Types des radicaux libres
Il existe majoritairement trois grandes familles d'espéce réactives :
- Les espéces réactives d'oxygéne ou ROS issues de la réduction incompléte d’oxygene dont
02'-, H202, HO® et 102 ...
- Les espéces réactives de l'azote ou RNS qui donnent entre autres des peroxynitrites
(ONOQO") du monoxyde azote (NO) et radical peroxyle (ROO®).
- Les espéces réactives du chlore ou RCS I'acide hypochloriqgue HOCL (CHAAYA., 2010)
Les principales EOR que nous pouvons retrouver dans la cellule, en distinguant les
especes radicalaires et des espéces non radicalaires (LENZI., 2011).
- EOR radicalaires: 1’anion superoxyde 0, , le radical hydroxyl HO®, I’oxyde nitrique NO°.
- EOR non radicalaires: I’oxygéne singlet 'Oy, le peroxyde d’hydrogéne H,05, le peroxynitrite
NO3’, I’acide hypochloreux HCIO (GISMONDI., 2012).
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2-3- Origine et la nature des radicaux libres

Dans les systemes biologiques, une grande variété de radicaux libres peut étre
produite et leur réactivité dépend de leur nature et de celle des molécules rencontrées
(NTIMBANE., 2009).
2-3-1- Origine

Dans I’organisme, il existe des nombreuses sources de production des radicaux libres
sont multiples (GARAIT., 2006), parmi lesquels : Sources endogénes ; Les systemes
biologiques les plus simples générant des ROS sont capables d’activer 1’oxygeéne moléculaire
lors des réactions d’auto-oxydation (BOUMAZA., 2009). Sources exogenes; ces peuvent étre
représentées par des facteurs environnementaux, produits chimiques ainsi que des
contaminations par des métaux lourds ou certaines carences nutritionnelles (RONDEAU.,
2009). En effet, chaque espéce pourra générer a son tour une nouvelle espéce (LENZI., 2011)

On résume dans le tableau 02.

Tableau 02: Sources endogenes et exogenes des radicaux libres. (BOUMAZA., 2009)
(NKHILI., 2009) (GISMONDI., 2012)

Sources endogénes Sources exogenes

-NADPH oxydase. -Toxiques environnementaux.
-Chaine respiratoire mitochondriale. -Radiations ionisantes.
-Peroxysomes. - Radiations UV.
-Cytochrome P450. -Champs électriques..
-Xanthine oxydase. -Xénobiotiques pro-oxydants.
-Cyclo-oxygénases. -Cytokines pro inflammatoires.
-Lipo-oxygénases. -Tabagisme.

- Phagocytes. -Chimiothérapie.

-Reéactions des ions de transition. -Ozone

-Inflammation

- Etat d’ischémie-répercussion

-Atherogénese

-Hémodialyses

-exerces intensifs.
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2-3-2- Nature
Les differentes espéces radicalaires impliquées dans le stress oxydant, il convient de
distinguer trois groupes : Les radicaux primaires, les radicaux secondaires et d'autres especes

dérivees de l'oxygéne.

0:"= Radical superoxide.

Orpardes .
Qui constituentn réductions 3 une- HOy = Radical perhydroxyle
Les radicaux primaires ensemble restremt “OH= Radicalhydroxyl
de composés et
dénvent

L'azote N NO'= monoxyde d'azote

i

Radicaux primaires sur
Lesradicaux secondamres Forment parréaction composés biochimiques de la
cellule.
. . , 1/207=0xygene singlet Ha0z
Especesactives de [Oz g gl
D' sces dérvées de loxves sont pasdes R L mais sont = Peroxyded hydrogéne
autres espéces dénvées de loxygene :
i = aussiréactives et peuvent ONOOH =Nioperoxyde
. . d ONOOr = Peroxymitrte
étre des précurseurs de -

certaims radicaux

Figure 03 : Nature des différentes espéces radicalaires impliquées dans le stress oxydant.
(NTIMBANE., 2009) (LENZI., 2011)
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3- Dégats oxydatif cellulaire de radicaux libres

La production excessive de radicaux libres provoque des Iésions directes de molécules
biologiques, mais aussi des Iésions secondaires dues au caractére cytotoxique et mutagéne des
métabolites libérés notamment lors de I'oxydation des lipides (ALAIN., 2003).

3-1- Oxydation des lipides
3-1-1- Peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides, correspond a la détérioration oxydative de doubles
liaisons d’acides gras insaturés (AGI), qu’ils soient libres ou estérifiés dans des esters
de glycérol (tissu adipeux), de phospholipides (membranes) ou de cholestérol on comprend
que ces derniers soient particulierement vulnérables. Il se produit généralement une réaction
en chaine dans laquelle un radical hydroxyle OHe capte un atome d’hydrogéne sur un
carbone insaturé, générant alors une molécule d’eau, et acide gras posséde alors un électron
célibataire (produit primaire de la peroxydation lipidique sous la forme de diéne conjugué
DC (MASSART., 2011), capable d’interagir avec le dioxygene, formant ainsi des
peroxydes lipidiques. Ces derniers sont instables et se décomposent en une série de sous—
produits complexes, notamment des composés carbonylés tres réactifs, comme le
malondialdéhyde CH,(CHO) , (MDA) (MLLE CONG., 2012).

3-1-2- Oxydation du cholestérol

L'oxydation du cholestérol par des RLO conduit a la formation d'oxystérols (époxydes,
hydro-peroxydes) par addition d'un groupement hydroxyle (JEAN-CHALES., 2008). Le
cholestérol oxydeé est reconnu comme étant toxique et contribue pour les dommages
cellulaires (AUBERVAL., 2010)

3-2- Oxydation des protéines

A cause de leur abondance dans I’organisme, les protéines sont une cible importante
des ERO (AUBERVAL., 2010). Soit au niveau de leur chaine latérale (groupement radical),
avec formation de produits d'oxydation. Soit au niveau de la liaison peptidique, entrainant la
fragmentation de la chaine. Si presque tous les acides aminés peuvent étre oxydés par les
ROL, les acides aminés soufrés (cystéine et méthionine) et aromatiques (tyrosine et
tryptophane) sont les plus sensibles (JEAN-CHALES., 2008).
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Leur oxydation affecte la fonction des protéines qui peuvent se fragmenter ou former
des agglomérats les rendant susceptibles a la protéolyse (AUBERVAL., 2010). La plupart
des dommages sont irréparables et peuvent entrainer des modifications fonctionnelles
importantes. Certaines protéines oxydées sont peu dégradées et forment des agrégats
insolubles qui s’accumulent dans les cellules et dans le compartiment extracellulaire

(HALENG., 2007).

3- 3- Oxydation des sucres

Les glucides, simples ou complexes, résistent bien aux RLO, sauf I'acide hyaluronique
du tissu conjonctif, qui est fragmenté sous l'action d’O2. (JEAN-CHALES., 2008). Les
sucres sont attaqués par les ERO (H202, *O2-, *OH ou des radicaux peroxyles d’AG),
avec abstraction d’hydrogeéne au niveau d’une des liaisons CH-OH.

Le radical alkyles (‘(C-OH) ainsi formé se combine immédiatement avec de I’oxygéne
pour former un carbonyle (C=0) et expulser un radical hydroperoxyde (*OOH).

L’opération se prolonge jusqu'a former un composé dicarbonylé (HALENG., 2007).

3- 4- Oxydation de ’ADN

Les dommages médiés par le stress oxydant au niveau de I'ADN sont de cing type ;
I'oxydation des base, la formation de sites abasiques, d'adduits intra-caténaires, des cassures
des brins, des pontages ADN-protéines (AUBERVAL., 2011). L'attaque des radicaux libres
de I'oxygene est en effet a I'origine de cassures ou d'anomalies chromosomiques susceptibles
de favoriser la cancérogénese et de vieillissement tissulaire (BOUZIDI-BEKADA., 2012).

Par exemple, La guanine, peut réagir avec ‘OH pour former la 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine (8-OH-dG) qui au lieu de s’apparier avec la cytosine, s’associera avec
I’adénine, entrainant des mutations au sein de I’ADN (HALENG., 2007).

L'ADN mitochondrial est 10 fois plus vulnérable que I'ADN nucléaire (JEAN-
CHALES., 2008).

Les mécanismes explicatifs proposés sont (BLANDINE., 2006) :
1°) I'absence d'histones protectrices autour de I’ADN mitochondrial.
2°) sa localisation proche de la membrane interne.
3°) des mécanismes de réparations frustres.
4°) une structure circulaire sans introns augmentant statistiquement le risque de mutations

pathogénes.
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4- Biomarqueurs de stress oxydant

On peut défini les biomarqueurs comme toute molécule biologique de I’organisme
susceptible de servir de marqueur d’un phénomene physiopathologique (CARINE., 2006).

Le stress oxydant implique un ensemble complexe de paramétres et ne peut donc
étre mis en évidence par une seule méthode, aussi élaborée soit-elle (HALENG., 2007), la
plupart des ROS/RNS sont tres réactives et donc a faible durée de vie, il est difficile de

les détecter dans des environnements biologiques complexes (MLLE CONG., 2012).

4- 1 - Biomarqueurs d'oxydant
4-1-1- Peroxydation lipidique

Cest un bon indicateur de la formation de radicaux libres, acteurs du stress
oxydant (MLLE CONG., 2012). Par les produits d'oxydation comme le malondialdéhyde
CH2(CHO)2 (MDA) se comporter comme des substances toxiques responsables de
dysfonctionnements et d'altérations cellulaires (JEAN-CHALES., 2008). et dont les rdles et
les interactions seront tant physiologiques que pathologiques (MASSART., 2011)

4-1-2- Produit de glycation avancé

Le glucose peut s'oxyder (glyco-oxydation) dans des conditions physiologiques, en
présence de traces métalliques, en libérant de cétoaldéhydes, H,O, et OH’, qui entraineront la
coupure de protéines ou leur glycation des protéines par attachement du cétoaldéhyde,
formant un dérivé AGE. Ce phénomeéne de glycosoxydation est trés important chez les
diabétiques et contribue a la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (ALAIN.,
2003). La glyco-oxydation des sucres et la glycation des protéines a également été mise
en évidence dans les agglomérats de protéines caractéristiques de certaines maladies
neurodégénératives (MASSART., 2011).

4-2- Biomarqueurs d'antioxydant
4-2-1- Definition antioxydant

Pour se protéger des effets déléteres des EOA, 1’organisme dispose d’un ensemble
complexe de défenses antioxydants (HALENG et al., 2007). Un antioxydant se définit
comme toute substance, présente en faible quantité par rapport a un substrat oxydable
(NTIMBANE., 2009). Ces molécules tres agressives (RONDEAU., 2009), supprimer ou

empécher 1’oxydation (LENZI., 2011). On distingue deux sources d’antioxydants : 1’une est
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apportée par I’alimentation (exogene), et ’autre est des défenses enzymatiques et non-
enzymatiques (endogéne) (NTIMBANE., 2009).
4-2-2- Antioxydants enzymatiques

Ce systeme fait intervenir de nombreuses enzymes de détoxication (GISMONDI.,
2012), sont considérés comme la premiére ligne de défense de notre organisme contre les
ROS (GARAIT., 2006).

e Superoxyde dismutase (SOD)

Ces métalloprotéines sont des enzymes ubiquitaires (JANUEL., 2003), assurent
I’élimination de I’anion superoxyde O, par catalysant de dismutation selon la réaction
suivante (HALENG et al., 2007) :

SOD
» O +2H—> 0, +H,0;

e Catalase (CAT)
Une protéine héminique qui est principalement localisée dans les peroxysomes
(GISMONDI., 2012). Elle assure la transformation en eau et dioxygéne du peroxyde
d’hydrogene H,0, selon la réaction suivante (LENZI ., 2011) :

CAT

2 H202 —  » 2 H20+02

e Glutathion peroxydases (GPx)

Cette enzyme est une scléroprotéine existe sous deux formes, la glutathion peroxydase
sélénium-dépendante (SeGPx) et la glutathion peroxydase sélénium-indépendante (IndSeGPx)
(GISMONDI., 2012). Elle catalyse la réaction de transformation des peroxydes d’hydrogene
H,O, et lipidiqgues ROOH respectivement en eau et alcool ROH (LENZI., 2011). Les
réactions mises en jeu sont les suivantes (JANUEL., 2003)

GPx
ROOH +2 GSH ——» ROH + GSSG + H,0

GPx
H,0,+2GSH —__, 2H,0+ GSSG
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4-2-3- Antioxydants non-enzymatiques
e Glutathion
Le glutathion réduit (GSH), réduit le peroxyde d'hydrogene et/ou les peroxydes
organiques grace a la réaction catalysée par la glutathion peroxydase (GPx). Le rapport
glutathion réduit/glutathion oxydé (GSH/GSSG) est souvent utilisé comme un marqueur du
stress oxydant (GARAIT., 2006).

e Acide urique
Produit terminal majeur du métabolisme des purines chez I’homme, il est a pH
physiologique majoritairement ionis¢ sous forme d’urate, un piégeur puissant de radicaux
(OH’, ROO’, NOQO'...). Les propriétés antioxydants de 1’urate in vivo peuvent étre appréciées
indirectement par le fait qu’un produit de réaction de I’urate avec les EOA, I’allantoine, est

présent a des taux élevés lors d’un stress oxydant (HALENG et al., 2007).

e VitaminesCet E

La vitamine C (acide ascorbique) est présente dans la cellule au niveau du cytoplasme
et des lysosomes (JANUEL., 2003), elle est un excellent piégeur des EOA (HO  ou O;")
(HALENG et al., 2007). Elle peut aussi réduire le radical a-tocophérol et ainsi permettre une
meilleure efficacité de la vitamine E (GARAIT., 2006).

La vitamine E Ce terme désigne un ensemble d’isoméres, les tocophérols et les
tocotriénols (AUBERVAL N., 2011), il piége les radicaux superoxydes O, et hydroxyde
HO®, et stabilise I’oxygéne singlet ‘O, (LENZI., 2011).
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Chapitre | Matériels et Methodes

I-Matériels
1- Sujet et population d’étude
Notre étude a été réalisée chez 35 individus volontaires d’agée (42.94+3.22) habitent
de la région d’E1-Oued, ont été répartis en trois groupes.
Groupe 1 (11 personnes) : individus sains témoin d’age (35.45+6.49).
Groupe 2 (12 personnes) : patients diabétiques type 1 d’age (42.08+5.50).
Groupe 3 (12 personnes) : patients diabétiques type 2 d’age (50.67+4.25).
Dans notre étude les échantillons sont collectés pendant la période de fin d’octobre

jusqu’a début du décembre 2014.

2- Matériels de laboratoire

Bain marie (photo originale) Spectrophotometre (photo originale)

Agitateur vortex (photo originale) Plaque chauffante électrique (photo originale)
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Centrifugeuse (photo originale)

3- Autres matériel
- Accessoires du prélevement sanguin
- Balance analytique
- Micropipette
- Cuve
- Tubes a essai

- Portoir

4- Réactifs

Acide thiobarbiturique (TBA), Acide trichloroacétique (TCA), Tris, NaCl, Acide 5,
5°- dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB), le Kit de dosage de Glucose sont achetés du
SPINREACT, le Kit de dosage d'Acide urique sont achetés du SPINREACT (espagne).
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I1-Méthodes

Le dosage a éte réalisé au niveau de laboratoire de clinique du médecin KHELIF
Ammar, et laboratoire d'établissement public de santé de proximité d'EL-OUED de 19 mars et
dans la pharmacie de FARHAT.

1- Prélévement des échantillons

Les prélevements de sang se font au niveau de la veine du pli du coude, apres 12
heures de jeun. Le sang est recueilli dans les tubes contenant EDTA pour déterminer la valeur
de I'hémoglobine puis plus tard extrait le culot, et autres tubes d'héparine (ou tube sec) pour
obtenir le sérum.

Les échantillons de sang sont centrifugés a 4000 tr/mn pendant 10 min. Le plasma ou
le sérum est ensuite conservé en vue des différents dosages.

Le sérum est utilisé pour le dosage du glucose, I'acide urique et MDA sérique.

2- Méthodes de dosage des parametres biochimiques
2-1-Méthode de dosage de la glycémie
2-1-1- Principe de la méthode

Le glucose oxydase (GOD) catalyse I'oxydation du glucose en acide gluconique. Le
peroxyde d'hydrogéne formé (H ,0,), est détecté par un chromogéne accepteur d'oxygéne,
phénol-aminophénazone en présence de peroxydase (POD) (KAPLAN et al., 1984).

GOD
R-D-Glucose + O,+ H,0 — > Acide gluconique + H,0,

POD
H,O, + Phénol + Aminophénazone  ___ Quinone +4 H,0

L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la concentration de glucose dans

I'échantillon

2-1-2- Réactifs

R1 TRISpH 7.4 92 mmol/L

Tampon Phénol 0.3 mmol/L

R2 Glucose oxydase (GOD) 15000 U/L

Enzymes Peroxydase (POD) 1000 U/L
4 - aminophénazone (4-AP) 2.6 mmol/L

GLUCOSE CAL glucose aqueuse primaire standard de 100 mg/ DI
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2-1-3- Mode opeératoire

1. conditions de dosage :

Longueur d'onde: ..................... 505 nm (490-550)
Cuvette: ....ooovvviiiiiiieeea, Trajet optique de 1 cm
Température...............c.ceeennnn. 37°C/15-25°C

2. régler I'instrument a zéro avec de I'eau distillée.

3. Pipeter dans une cuvette:

Matériels et Méthodes

Blanc Standard Echantillon
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
Standard (uL) -- 10 --
Echantillon (uL) - -- 10

4. Mélanger et incuber pendant 10 min a 37 °C ou 20 minutes a la salle température (15-25 °
C)
5. Lire I'absorbance (A) des échantillons et standard, contre le vide. La couleur est stable

pendant au moins 30 minutes.
2-1-4- Calculs
(A4) standard

(A) l'échantillon
= mg / dL de glucose dans l'échantillon

X 100 (concentration standard.)

2-2-Méthode de dosage de I'uricémie
2-2-1-Principe de la méthode

L'acide urique est oxyde par l'uricase de I'allantoine et du peroxyde d'hydrogéne
(2H,02) qui, sous l'influence de la POD, de 4-aminophénazone (4- AP) et 4.2 dichlorophénol
sulfonate (PCD) forme un composé rouge quinoneimine (SCHULTZ., 1984)

Uricase

Acide urique + 2H,0 + O, Allantoine + CO;+ 2H,0;

v

POD

2H,0, + 4-AP + DCPS Quinoneimine L'intensité de la couleur rouge

v

Formée est proportionnelle a la concentration d'acide urique dans I'échantillon
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2-2-2-Réactifs

R1 Phosphate pH 7.4 50 mmol/L

Tampon 2-4 Dichlorophenol sulfonate (DCPS) 4 mmol/L

R2 Uricase 60 U/L

Enzymes Peroxydase (POD) 660 U/L
Oxydase ascorbate 200 U/L
4 - aminophénazone (4-AP) 1 mmol/L

CAL de I'acide urique | acide urique acide aqueux primaire standard 6 mg/dL

2-2-3-Mode opératoire
1. Les conditions de dosage:

Longueurd'onde : ..........ccooviviiiiiiinininnnn, . 520 nm (490-550)
Cuvette © ..o 1 cm de trajet de lumiére
Temperature ........coovvviiiiiiiiiieiiie e, 37°C/15-25°C

2. Réglez I'instrument a zéro avec de I'eau distillée.

3. Introduire dans une cuvette:

Blanc Standard Echantillon
RT (mL) 1.0 1.0 1.0
Standard (uL) - 25 --
Echantillon (uL) - - 25

4. Mélanger et incuber pendant 5 min a 37 ° C ou 10 minutes a 15-25 ° C.
5. Lire I'absorbance (A) des échantillons et Standard, contre le vide. La couleur est stable

pendant au moins 30 minutes.

2-2-4-Calculs

(A4) standard
(A) l'échantillon
= mg d'acide urique / dL dans l'échantillon

X 6 (concentration standard.)
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2-3-Méthode de dosage du malondialdéhyde
2-3-1- Principe de méthode de préparation de la salive
La salive est collecté dans des tubes sec aprés un jeline de 12 heurs.
Les échantillons de la salive sont centrifugés a 4000 tr/mn pendant 10 min. Le surnageant

est ensuite conservé en vue de dosage du manoldialdéhyde .

2-3-2- Mode opératoire

- 100ul de sérum (ou de salive)

- 100l TBA 0.67%

- 500 TCA 20%

Vortexer et incuber au bain-marie a 100°C pendant 20 min

Laisser refroidir puis centrifuger a 600 t/min pendant 10 min.

Lire la DO du surnageant au spectrophotometre contre le blanc (H20 distillée) a 532 nm.
Calculer la concentration du malondialdéhyde en utilisant le coefficient d’extinction
£ =1,56.10 mol™1.L.cm™1. Par I’équation suivant : [malondialdéhyde] = DO/ ¢.
DO : Densité optique

€ : Coefficient d’extinction

| : longueur de la cuve (1 cm).

Les résultats sont exprimés en umol/L.

2-4- Méthode de dosage de glutathion réduit érythrocytaire
2-4-1- Principe de méthode de séparation d’homogénat érythrocyte

Le dosage du GSH est basé sur une méthode colorimétrique dont le principe repose sur
la réaction d’oxydation du GSH par I’acide 5, 5°- dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB), libérant
ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB) (SEDLAK & LINDSAY., 1968).

Apreés récupération du plasma, le culot ou les globules rouges sont lyses par addition
d'eau distillée glacée (2vol d'eau distillée pour 1vol du culot) et laissés 15min dans le
réfrigérateur. Les débris cellulaires sont éliminés par centrifugation a 4000 tr /min pendant
10min. Le surnageant (ou le lysat) est aprés récupéré dans les tubes secs, et sert au dosage de
GSH
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2-4-2-Mode opératoire

A 0.5 mL d’homogénat érythrocytaire sont ajoutés 400 uL d’eau distillé glacée et 100
uL de TCA a 50%. Le mélange est agité pendant 10min et centrifugé a 1200 x g pendant
15min. 200 pL de surnageant sont ensuite mélangés avec 400 uL De tampon Tris (0,4 mol.L-
1, pH=8,9) et 10 uL de DTNB (0,01 mol.L-1). Aprés 5min d’incubation, la lecture de

I’absorbance s’effectue a L =412 nm contre le blanc (eau distillé).

2-4-3- Calculs

S M e b DO x 1 X 0.610
(GSH)(M/mg Hb) = 15966505 % 0. 2x mg de Hb

13100 : constante d’absorption des groupes SH a 412 nm.

DO : la lecture d’absorbance par le spectrophotométre.

0.610ml : volume total de mélange.

0.2ml : volume de solution surnagent.

1 : volume de mélange de protéine.

0.5ml : volume de solution homogeéne sans protéine existe dans 1ml.

(GSH) : concentration de glutathion.
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I-Résultats

1-Effets de diabéte sur la glycémie

Tableau 03: Le taux du glucose serique (g/l) chez les diabétiques type 1, type 2 et les

témoins.
Glycémie
Moy * Eg
Témoin (n=11) 0,970,037
Diabéte type 1 (n=12) 2.03+0.12
Diabéte type 2 (n=12) 1.70£0.09
2.5 4
2 4
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Figure 04: Le taux de glucose (g/l) chez les diabétiques type 1, type 2 et les témoins.

Nos résultats (Tab03; Fig04) Montrent qu’il y a une augmentation trés hautement
significative (P < 0.001) de la concentration du glucose chez les patients diabétiques de type 1
et aussi les diabétiques de type 2 par rapport aux personnes témoin.
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2-Effets de diabéte sur la concentration d’acide urique sérique

Tableau 04: La concentration d’acide urique sérique(mg/l) chez les diabétiques type 1, type 2

et les témoins.

[Acide urique]
Moy * Eg
Témoin (n=11) 50.05%7.31
Diabéte type 1 (n=12) 44.65+6.08"°
Diabéte type 2 (n=12) 36.62+4.36
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Figure 05: La concentration de 1’acide urique sérique chez les diabétiques type 1, type 2 et les
témoins

Nos résultats (Tab04; Fig05) montrent qu’il n’y a pas de variation significative (P
> 0.05) de la concentration d’acide urique sanguin chez les patients diabétiques de type 1 par
rapport aux personnes témoin, et montrent diminution significative (P < 0.05) de la
concentration d’acide urique sanguin chez les patients diabétiques de type 2 par rapport aux

témoins.
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3-Effets de diabéte sur la malondialdéhyde sérique

Tableau 05: La concentration de MDA sérique (umol/l) chez les diabétiques type 1, type 2 et

les témoins
[MDA] sérique
Moy + Eg
Témoin (n=11) 3.97+0.26
Diabéte type 1 (n=12) 3.78+0.21"°
Diabéte type 2 (n=11) 3.49+0.31"°
4 =
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Figure 06: La concentration de MDA sérique chez les diabétiques type 1, type 2 et chez les

témoins

Nos résultats (Tab05; Fig06) Montrent qu’il n’y a pas de variation significative (P
> 0.05) de la concentration de MDA sanguin chez les patients diabétiques de type 1 et aussi
pour les diabétiques de type 2 par rapport aux personnes témoin.
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I- 4-Effets de diabéte sur la malondialdéhyde salivaire

Tableau 06: La concentration de MDA salivaire (umol/L) chez les diabétiques type 1, type 2

et les témoins

[MDA] salivaire
Moy * Eg
Témoin (n=11) 0.87+0.08
Diabéte type 1 (n=10) 1.30£0.50*
Diabete type 2 (n=10) 1.22+0.36*
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Figure 07: La concentration de MDA salivaire chez les diabétiques type 1, type 2 et les

témoins

Nos résultats (Tab06; Fig07) montrent qu’il n’y a pas de variation significative (P >
0.05) de la concentration de MDA salivaire chez les patients diabétiques de type 1 et aussi
pour les diabétiques de type 2 par rapport aux personnes témoin.
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I- 5-Effets de diabéte sur la glutathion érythrocytaire

Tableau 07: La concentration de GSH érytrocytaire (umol/mgHb) chez les diabétiques type
1, type 2 et les témoins

[GSH] érythrocytair
Moy * Eg
Témoin (n=11) 0.83£0.08
Diabéte type 1 (n=12) 1.69+0.27"
Diabéte type 2 (n=11) 0.94+0.17"°
1.8 -
1.6 -
S 1.4 -
(=]
g. 1.2 -
© 0.8 -
g‘ 0.6 -
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Figure 08: La concentration de GSH érythrocytaire chez les diabétiques type 1, type 2 et les

témoins

Nos résultats (Tab07; Fig08) Montrent une variation hautement significative
(P > 0.05) de la concentration de GSH chez les patients diabétiques de type 1 par rapport aux
personnes témoin, et montrent qu’il n’y a pas de variation significative (P > 0.05) de la

concentration de GSH chez les patients diabétiques de type 2 par rapport aux témoins.
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I1-Discussion

Le but de cette étude est de mettre 1’évaluation de statut de stress oxydant au cours de
diabéte de I’insulinorésistance et I’insulinosécrétion.

Dans notre résultats, nous avons observés une augmentation bien plus élevée du taux de
glucose dans le sang (hyperglycémie), on peut discuter cette résultat par défaut de 1’action
d’insuline qu’est la seule hormone hypoglycémiante, produite par 1’endocrinocytes béta des
flots pancréatique; permet le passage du glucose du sang vers les cellules cibles sauf neurones
(MARIEB et HOEHN., 2010). L'incapacité de ces cellules a produire suffisamment l'insuline
lui interviennent dans les mécanismes qui correspondant a la destruction progressive des
cellules 3 des flots de Langerhans, aboutissant a une carence absolue en insuline appelée
I'insulinosécrétion, c’est le diabéte de type 1 (CLAUDE MBANYA., 2010). Ou il peut y
avoir d'insulinorésistance est une condition dans laquelle le corps produit de I'insuline mais ne
I'utilise pas efficacement. Quand les gens ont une résistance a l'insuline, le glucose
s’accumule dans le sang au lieu d'étre absorbé par les cellules, conduisant au diabéte de type 2
(ALBERTI et al., 2009).

Dans notre étude, nous avons obtenues aussi que le taux d'acide urique sérique est
diminué chez les diabétiques de type 2. Cette résultat est en désaccord avec I'étude de
(CAROLINE et al., 2009), que est montre une élévation de l'acide urique seriques est plus
élevé chez les diabétiques. L'acide urique est le produit final du métabolisme des purines
chez I'nomme, elle joue un double réle, a la fois comme un pro-oxydant et thérapeutique
comme un antioxydant (SHABANA et al., 2012). On peut expliquer la diminution de I’acide
urique par une formation accrue de radicaux libres montrant que l'acide uriqgue comme un
antioxydant est utilisé dans la lutte contre le stress oxydatif de type 2 (MYTHILI et al., 2013).
En outre, un plus de I'nyperglycémie a été observée pour étre associé a une augmentation du
taux d'excrétion de l'acide urique et I'abaissement des taux plasmatique de l'acide urique
(DEHGHAN et al., 2008). Probablement aussi due de [I'hyperfiltration et un statut
antioxydant diminué, la baisse des niveaux d'acide urique sérique dans le diabéte qui a été
compliqué avec I'hypertension, comme on a été observé dans notre étude, peut étre d'une
importance pathogene (KODAMA et al., 2009)

Notre résultat montre aussi qu’il n’ya pas une variation significative du taux de
Malondialdehyde sérique et érythrocytaire chez les patients diabétiques du type 1 et 2. Notre
résultat et controversé avec 1’¢tude de (SECKIN et al., 2006). Qui montre une élévation de
I’MDA chez les diabétiques. Le malondialdéhyde (MDA) est un acteur majeur de faible
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densité lipoprotéine (LDL) (VIDYA et al., 2011). C'est un produit secondaire bien connus de
peroxydation lipidique qui se forme lors de l'attaque des lipides polyinsaturés par des especes
réactives de lI'oxygene générées par certains contaminants, peuvent étre utilisés comme le
plus importants marqueurs du stress oxydatif (NAKHJAVANI et al., 2010). Ce résultat
concernant la concentration de ’MDA peut étre due au diabéte équilibré par 1’utilisation des
médicament antidiabétique oraux comme ( diabamine, diabénil, diaphage, formentin , ator)
ces médicament contient 1’¢lément de magnésium qui inhibe la formation de MDA dans les
cellules endothéliales et pas [Mg+2] (O-) induit par la peroxydation lipidique (FARVID et
al., 2005). Parce que tous les patients diabétiques prenant certains médicaments contenant du
magnésium. Par ailleurs, une formation accrue de radicaux alpha-tocophéroxyles a partir de
thérapeutique et alimentaire riches en vitamine E en présence d'un stress oxydatif avancé
peuvent induire une altération de la membrane cellulaire chez les patients atteints du
syndrome de résistance a l'insuline Toutefois, la concentration de plasma malondialdehyde ne
peut pas tenir compte des changements ayant lieu dans la membrane cellulaire ou a l'intérieur
des cellules (SKRHA et al., 1999). Cela serait probablement dii a I’influence des substances
bioactives présentes dans la plante de gingembre «Zingiber officinale» est I’une des épices
communément consommée par la plus par des gents de la région d’El-Oued dans le cadre de
médecine traditionnelle. Plusieurs études se sont intéressées a sa racine fraiche ou séche,
mettant en évidence la présence non seulement de composés actifs capables de piéger les
radicaux libres et d’inhiber les processus d’oxydation, mais aussi sa richesse en ¢léments
minéraux indispensables pour certaines enzymes antioxydantes et provoque diminue la
peroxydation lipidique (MESSAADIA., 2014). Une explication possible, pourrait étre que le
thé consomme par les diabétiques contient des bioflavonoides qu'ont été montré a jouer un
role majeur dans les effets antioxydants de flavonoides. Caractéristiques structurelles qui
conferent une activité antioxydante et de piégeage des radicaux libres sur kolaviron
comprennent ses multiples groupes hydroxyles aromatiques (OMOLOLA et al.,, 2014).
Cependant, dans d'autres études, la chronicité de diabete sucré favorise la peroxydation
lipidique et Production de MDA, indépendante de contrdle de la glycemie et de activité
antioxydante, il est important de noter que bien que de plus longues durées de diabéte sucré
ont tendance a étre associée a plus I'age , I'ajustement dans notre analyse de I'age , un facteur
qui peut intensifier le stress oxydatif, n'a pas modifié lI'association entre MDA et la durée de
diabete sucré (NAKHJAVANI et al., 2010). Ce qui conforme de notre résultats pour la
concentration de L’MDA.
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Les résultats obtenus d'aprés notre étude montre aussi qu'il y a une augmentation de
MDA salivaire chez patients diabétiques de type 1 et 2 par apport aux témoins ; La salive est
un marqueur merveilleuse de la détection précoce des maladies locaux et systémiques y
compris le diabéte, qui conduit a des traitements plus efficaces, le risque évaluation pour
I'estimation du taux de glucose et d'un moyen simple, non invasive alternative aux tests de
sang et d'urine (SKRHA et al., 1999). Chez I'hnomme, La salive est un fluide corporel avec une
composition complexe et role spécifique (ANDJELSKI-RADICEVIC et al., 2012). Cette
fluide oral provient principalement de trois paires de glandes salivaires principales (parotide,
sublinguale et sous-maxillaires) et d'un grand nombre de glandes salivaires mineures
(PATRICIA et al., 2008). Ceux-ci peuvent étre dues a Malondialdéhyde (MDA) est le plus
couramment reconnu parmi ces produits, il est prévu que le stress oxydatif se produisant en
raison diabétes (KURKU et al., 2015), des changements biochimiques organiques et
inorganiques trouvés dans la salive des patients diabétiques, ou plusieurs perturbations qui
favorise proxdation de lipide (CARDA et al., 2006). D'autre part, les radicaux libres et le
stress oxydatif peuvent jouer un réle important, réle dans la pathogenése du diabéte, car le
déséquilibre par élévations de la production de radicaux libres salivaire. Et probablement, les
patients diabétiques sont sujettes a des complications, telles que la maladie parodontale
(gingivite, la parodontite), caries dentaires, la dysfonction salivaires, la xérostomie par une
diminution du flux salivaire conduit la production de MDA (ANDJELSKI-RADICEVIC et
al., 2012). En outre, le glucose peut étre une source de nutriments pour les micro-organismes
qui peut dégrader plusieurs compositions salivaires comme les lipides dans la cavité buccale
(PANCHBHALL, 2012). Aussi une augmentation de glucose dans le salive (IVANOVSKI et
al., 2012). Cependant, d'autres études ont démontré plus faible concentration de MDA dans la
salive des patients diabétiques par HEGDE et al., 2010 . Néanmoins en ces derniéres années,
a ce jour tests salivaires sont encore peu utilisé par rapport aux dosages plasmatiques, méme
se il est possible de avoir une estimation quantitative des hormones et d'autres substances
dans la salive parce que la facilité de stockage et de livraison pour obtenue des informations
importantes au sujet de la fonctionnement des différents organes dans le corps (NATHEER et
al., 2012).

Dans cette présente étude, les résultats ont révélé une augmentation significatif de
gluthanion chez diabétes type 1 ; Glutathion a I'état réduit (GSH) C’est un élément rare de
petits poids moléculaires présent dans plasma humain et intracellulaire, a des propriéetés
antioxydantes non enzymatique pour inhiber la formation de radicaux libres, et d'autres
fonctions généralement comme un redox buffer (BARBAGALLO et al.,, 2000), il est

39



Chapitre 11 Résultats et Discussions

incroyable de voir comment le thiol de tripeptide composé de cystéine, glutamate et glycine -
(SHAJEELA et al., 2012). 1l se trouve sous deux formes: libres présente sa forme réduite
(GSH) ou liés a des protéines en forme oxydée (GSSG) (MAHER et al., 2011).

On peut expliquer cette résultat comme suite; au cours de diabéte on observe,
dysfonction les enzymes glutathion peroxydase (GPx) et glutathion réductase (GRase) car ces
enzymes est déterminé I'équilibre redox (ratio GSSG/2GSH) a partir de GSH représente le
tampon redox le plus important de la cellule (BOUSSEKINE., 2014). En revanche, la
possibilité que confére un autre mécanisme de protection contre le stress oxydatif est
glutathion S-transférases (GST) qui catalyse la conjugaison du glutathion a une large gamme
d'électrophiles (NAKHJAVANI et al., 2010). Encore, la glycation de GSH conduit
productions de radicaux libres augmenté qui réduit de défense antioxydants (SADI et al.,
2013). Et enfin, le recyclage du glutathion est impliqué dans la régénération de la forme
réduite d’autres antioxydants impliqués dans la lutte contre les especes réactives de I’oxygene,
et nos données d'autre étude sont cohérentes avec un réle de magnésium dans la médiation des
effets de glutathion sur I'action de I'insuline périphérique (BARBAGALLO et al., 2000).
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Conclusion

Le diabéte est une maladie métabolique trés grave menacent d'une monier
croissance la population mondiale. L'objectif de notre étude est de mettre I'évaluation
de statut de stress oxydant au cours de l'insulinorésistance et I'insulinosécrétion. Les
résultats obtenus d'apres notre étude montre une élévation de glycémie chez les
diabétiques ce qui conclu que la glycémie reste le meilleur marqueur pour la
diagnostique contre le diabete. Les résultats montrent aussi que l'acide urique est
diminué chez les diabétiques ce qui confirme l'effet antioxydant de ce parametre
contre les stress associe au diabete. L'absence d'une variation de la concentration de
MDA montre que le diabéte équilibre par les médicaments ou par I'insuline est une
bon moyen de prévention contre le stress oxydant et la proxydation lipidique ce qui
empéche les complications chez les diabétiques. L'augmentation de I'MDA salivaire
chez les diabétiques, nous permet de suggeérer I'utilisation de la salive comme liquide
biologique d'exploration des fonctions biologiques ou de détection des pathologies
spécifiques et chroniques comme le diabéte.

Notre résultats aussi montre une augmentation de GSH sanguin ce qui confirme
I'équilibre de diabéte vis a vis des stress oxydant ce qui empétre l'apparition des
complications a la lumiere de cette présent étude, nos résultats sont pour nous
remarquables car ils nous permettre d'identifier des autres échenillons biologiques et
des autres margeur de stress pour bien diagnostiquer la pathologie de diabete afin de

réduire les complications probable de cette maladie.
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Résumé

L'objectif de cette étude était d'évaluer I'état de stress oxydatif au cours de diabete de
I'insulinosécrétion et l'insulinorésistance. Notre expérimentation a été réalisée chez 35
individus volontaire d'age (42,94+3,22) ont été divisés en trois groupes. Le premier groupe
individus sains (témoins), le deuxiéme groupe diabétique type 1 et le troisieme groupe
diabétique type 2, sur les quelles nous avons dosées quelques parameétres biochimiques sur
différente liquide biologique (le sérum, les érythrocytes et la salive). Les résultats obtenus
dans la présente étude montrent clairement que le diabéte est confirmé par I'nyperglycémie
observé chez tous les patients diabétiques. Les resultats obtenus montrent aussi une
diminution de la concentration de l'acide urique sériques chez les diabétique de type 1
(10.78%) et les diabétique de type 2 (26,83%) par rapport aux témoins, par contre et d’aprés
nos résultats on a observé une augmentation de la péroxydation lipidique salivaire mais pas au
niveau sérique. par ailleurs on a montré dans cette étude une élévation du taux de GSH
érythrocytaire chez les diabétique type 1(193,61%) et type 2 (13,25%) par rapport aux
témoins. En conclusion la présente étude révele que le diabéte induit un déséquilibre de statut
oxydant/antioxydant au niveau sérique, érythrocytaire et salivaire ce qui permet le
développement des complications associées au diabéte. Toutefois, de nouvelles études sont
nécessaires afin d’identifier des autres marqueurs antioxydant dans différentes liquides
biologiques pour bien diagnostiquer les diabétique a fin de protéger contre les éventuelles
complications de diabete.

Mots clés : Diabéte, Stress oxydant, Acide urique, GSH, MDA.
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