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Résumé :

En Algérie, la prévalence du diabéte de type-2 est en progression. Le lien entre le diabéte de
type 2 et le stress oxydatif n’est plus a démontrer. Les enzymes glutathion peroxydases (GPx)
font partie du systeme de protection contre les dommages oxydatifs, elles servent aussi de
marqueur antioxydants intervenant dans le diabete.

Cette étude vise a déterminer 1’activité de la GPx érythrocytaire chez des patients atteints de
diabete de type 2 dans la wilaya de Tlemcen. La population d’étude est a prédominance
féminine.

La mesure de I’activité¢ de la GPx érythrocytaire a été faite par la méthode de Gunzler et al.
Elle est exprimée en U/g Hb et elle est de 114,17+ 51,96 chez les diabétiques de type 2 et de
117,75+ 40,51 chez les témoins (p>0,05).
Ces résultats ne montrent pas de variation significative de 1’expression de la GPx chez les
diabétiques par rapport aux témoins.
Il conviendrait de confirmer ce résultat par des études ultérieures.
Mots clés : diabete de type 2, glutathion peroxydase érythrocytaire.
Abstract:
In Algeria, the prevalence of type 2 diabetes is increasing. The link between type 2 diabetes
and oxidative stress is no longer to be demonstrated. The antioxidant marker glutathione
peroxydase enzymes involved in diabetes.
This study aims to determine the activity of erythrocyte GPx in patients with type 2 diabetes
in the wilaya of Tlemcen. The study population is predominantly female.
The activity of erythrocyte glutathione peroxidase was measured by the method of Gunzler et
al. It is expressed in U/g Hb and it is 114,17 £51,96 in type 2 diabetics and 117,75+£40,51 in
controls (p>0,05).
These results do not show a significant variation in the expression of GPx in diabetics
compared to controls.
This result should be confirmed by further studies.
Key words: type 2 diabetes, erythrocyte glutathione peroxydase.
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Introduction

Le diabéte est une maladie chronique qui constitue un probleme majeur de santé publique tant
par sa prévalence en forte augmentation que par la gravité de ses complications et par son
impact sur la qualité de vie des personnes atteintes (Fédération Internationale du Diabéte,
FID, 2017). Selon la FID, la prévalence mondiale du diabete en 2017 était de 425 millions,
soit 17,5% de la population adulte du globe dont 221,0 millions d’hommes diabétiques pour
203,9 millions de femmes diabétiques. Elle estime que cette prévalence passera de un adulte
sur onze en 2017 a un adulte sur dix en 2045 soit 628,6 millions de diabétiques dans le
monde. Ainsi la prévalence du diabéte devrait augmenter a 9,7% chez les femmes et 10,0%
chez les hommes (FID, 2017).

En Algérie, le nombre estimé de personnes adultes (20-79 ans) atteintes de diabéte selon la
7°M ¢dition de Patlas du diabéte de la FID (2015) est de 2,37 millions.

Le diabéte sucré est un désordre métabolique caractérisé par une hyperglycémie chronique et
une perturbation des métabolismes glucidique, lipidique et protéique. Il résulte d’une
déficience de la sécrétion et/ou de I’activité de I’insuline. On distingue quatre types de
diabéte : type 1, type 2, diabéte gestationnel et les autres types (parmi lesquels des déficiences
génétique conduisant a un déficit en insuline, des altérations génétiques des cellules béta
pancréatique, des diabétes mitochondriaux, et plusieurs endocrinopathies ou maladies du
pancréas). La majorité des cas de diabéte sont représentés par le diabéte de type 1 et de type 2
(respectivement environ 15% et 80% des cas), le reste étant constitué par des formes plus
rares, telles que les diabétes MODY « maturity-onset diabetes of the young » représentant
moins de 5% des cas (Bonnefont-Rousselot et al, 2004).

De nombreuses études suggerent que le diabete s’accompagne d’un stress oxydant qui
favorise le développement de la maladie en perturbant I’insulino-sécrétion, en favorisant
I’insulino-résistance et les complications cardiovasculaires qui y sont associées. Ce stress
oxydant est dii a une rupture de 1’équilibre physiologique qui existe dans I’organisme entre les

molécules oxydantes et les systemes de défenses antioxydants (Grassi et al, 2005).

Le stress oxydant peut étre étudié soit par la mesure des oxydants comme les radicaux libres
et les peroxydes ou soit par la mesure des défenses antioxydantes. Le systeme glutathion fait
partiec des antioxydants les plus communs de 1’organisme et permet de métaboliser le
peroxyde d’hydrogéne (H,0;), lequel est generé continuellement par les mitochondries
(Santini et al, 1997 ; Sies, 1993). Des concentrations circulantes faibles de glutathion ont été
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rapportés chez des individus obéses et obeses diabétiques de type 2 comparativement a des
sujets non obeses en santé (Di Renzo et al, 2010 ; Kocic et al, 2007).
La glutathion peroxydases (GPx) est une famille d’enzymes antioxydantes, leur principale
fonction est de neutraliser le peroxyde d’hydrogene ainsi que les hydroperoxydes organiques
a I’aide d’un cofacteur qu’est le glutathion aux niveaux intracellulaire et extracellulaire
(Brigelius, 1994).

L’objectif de cette étude analytique est d’évaluer la situation de stress oxydant chez des
diabétiques de type 2 de la Wilaya de Tlemcen, par la mesure de ’activité de la GPx1 qui
semble avoir une valeur prédictive pour le diabéte afin de mieux comprendre son étiologie et

prévenir ses complications.
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I. Le diabete sucré
1. Définition :

Le diabete est défini comme une affection métabolique d’étiologie diverses, caractérisé par
une hyperglycémie liée a une déficience soit de la sécrétion, soit de I’action de I’insuline sur
les tissus cibles, ou I’association des deux. L’insuline est une hormone produite par le
pancréas, indispensable a la pénétration du glucose sanguin dans les cellules. Lorsqu’elle fait
défaut, le taux de sucre augmente dans le sang, or ’organisme est trés sensible a ces
variations (Fédération Internationale du Diabéte, 2011). La chronicité de I’hyperglycémie
est responsable de complications a long terme touchant de nombreux organes notamment les
yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux (Fédération Internationale du Diabeéte,
2011).

Le diabéte de type 2 dii a une perte progressive de la sécrétion d’insuline par les cellules B du

pancréas fréquemment dans le contexte de la résistance a I’insuline (Kalra et Ruder, 2018).
2. Les facteurs de risque associés au DT2 :

Ces facteurs reposent sur une prédisposition génétique aggravée par des facteurs

d’environnement.

L’hérédité : Dans la plupart des cas de diabete de type 2, on retrouve un antécédent de
diabéte familial. De nombreuses études convergent pour affirmer que le diabéte de type 2 est
une maladie polygénique, cependant les génes de susceptibilité ne sont pas clairement définis
(I Coulibaly, 2010).

L’obésité : La majorit¢ des auteurs sont unanimes sur le role joué par 1’obésité dans
I’apparition du diabéte de la maturité. Un IMC (I’indice de masse corporelle selon Quételet)
supérieur ou égal & 30 kg/m? et surtout 1’obésité abdominale définie par un tour de taille
supérieur ou égal a 94 cm chez I’homme et 80 cm chez la femme constituent un facteur de

risque de DT2 (Bagbila, 2019).

La sédentarité : est un facteur de risque de I’environnement permet de prévenir et/ou retarder
I’évolution vers un DT2, comme le mode de vie malsain et I’inactivité physique (Fery et

Paquot, 2005 ; Faraj, 2019).
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L’age : L’age aussi est un facteur de risque important de survenue du diabéte de type 2 a

partir de 40 ans, du fait de I’augmentation de la masse de graisse et de I’insulinorésistance

(Camara, 2010).

3. Critéres de diagnostic :

Selon les recommandations de I’OMS et I’ADA le diagnostic du diabéte peut étre établi de

trois fagons différentes, qui, en 1’absence d’une hyperglycémie évidente devront Etre

confirmées par une deuxieme mesure :

o Symptémes du diabéte (polyurie, polydipsie, amaigrissement inexpliquée, somnolence

voire coma) et glycémie quelle que soit I’heure >ou égale a 2,00 g/1 (11,00 mmol/1).

o Deux glycémies a jeun supeérieures ou égales a 1,26 g/l (7,00 mmol/l), le jéune étant

défini comme 1’absence de prise calorique depuis au moins 8 heures.

e Glycémie 2h aprés une charge de 75 g de glucose lors d’une hyperglycémie provoquée
par voie orale supérieur ou égale a 2,00 g/l (11,1 mmol/l), et comme diagnostique de

I’intolérance au glucose un niveau compris entre 1,40 (7,8 mmol/L) et 2 g/L.

e L’hemoglobine glyquée est proposée comme test diagnostique quand c’est la glycémie

qui jusqu’a présent était le critére admis de tous (Tableau 1).

Tableau 1. Taux de ’HbA1c comme critére diagnostique.

Taux HbAlc | Interprétation

< 6% Valeur normale

6-6,5 Population a haute risque de devenir diabétique
>6,5 Diagnostic de diabéte

4. Classification du diabéte :

La majorité des cas de diabete peuvent étre classés en 2 catégories : le diabéte de type let le
diabete de type 2, bien que dans certains cas sont difficiles a classer. La classification du
diabete proposé par I’OMS tient compte a la fois de I’étiologie de la pathologie diabetique et

de la nécessité vitale ou non du traitement insulinique (Tournant et al, 1998 ; Maloney et al,
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2017 ; Punthakee et al, 2018). Le diabete sucré est divisé en 4 classes qui sont résumés par le

tableau 2 :

Tableau 2. Classification étiologique du diabéte sucré (Rodier, 2001).

Diabéte sucré de type 1
a-Auto-immun (trouble des cellules B)

b- Idiopathique (rare, sans élément pour facteur auto-immune)

Diabete sucré de type 2
a-Résistance a I’insuline

b-Défaut de sécrétion d’insuline

Types spécifiques de diabéte

a-Défaut génétique de la fonction des cellules B (Maturity Onset Diabetes of the Young:
MODY).

b-Défaut génétique dans 1’action de I’insuline

c-Diabétes pancréatiques

d-Endocrinopathies (acromégalie, syndrome de Cushing, phéochromocytome,
syndrome de Conn, autres)

e-Induit par les médicaments (stéroides, pentamidine, acide nicotinique, diazoxyde,
thiazides, inhibiteurs de la protéase, autres)

f-Infections (rougeole congénitale, oreillons, virus Coxsackie, cytomégalovirus)

g-Formes rares de diabete immunogene (syndrome de Stiff-Man, anticorps antiinsuline-
récepteurs, autres)

h-Autres syndromes génetiques associés au diabéte (trisomie 21, syndrome de Klinefelter,
syndrome de Turner, dystrophie

myotonique, autres)

Diabete gestationnel
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4.1. Diabéte de type 2 (DT2):

Le diabete de Type 2 ou diabete non insulino-dépendant (DNID) est de loin la forme de la
maladie la plus fréquente puisqu’elle présente 90% des cas mondiaux. Il est aussi appelé «
diabéte mature ou diabéte gras » car il survient le plus souvent chez I’adulte, autour de la

cinquantaine, sa prévalence augmente avec 1’age (Peter-Riesch et al, 2002).

Le diabete de type 2 est caractérisé par 1’association d’une insulinorésistance et d’une carence
relative en insuline. Ces deux composantes contribuant a I’hyperglycémie dans une proportion
variable selon les patients et le stade évolutif de la maladie, essentiellement en raison du
tarissement progressif de I’insulinosécrétion, ce qui impose une stratégie thérapeutique

dynamique en fonction de la progression de I’affection (Scheen et Paquot, 2009).

Les diabétiques de type 2 présentant au départ des concentrations élevées d’insuline
circulante, conséquence de l’insulinorésistance. Cette hyperinsulinémie n’est toutefois pas
suffisante pour maintenir une normo glycémie (la diminution de la sensibilité tissulaire a
I’action de I’insuline touchante le foie et le muscle, ainsi que le tissu adipeux ; excés de
lipolyse avec taux élevés d’acides gras libres circulants, qui contribuent a accentuer
I’insulinorésistance hépatique et musculaire et aggravent le défaut de la sécrétion d’insuline).
La sécrétion d’insuline diminue généralement de maniére progressive, conduisant, dans un
délai plus ou moins long, a une insulinopénie séveres (insulinorequérance) a cause des pertes
quantitatives de cellule § (Didier et al, 2011; Halimi et al, 2008).

4.1.1. Résistance a Pinsuline :

Les mécanismes actuellement reconnus a 1’origine de la résistance a I’insuline sont, d’une
part, la diminution de phosphorylation de la tyrosine kinase du récepteur a I’insuline au
niveau du foie ou sa forte dégradation au niveau des muscles et des tissus adipeux, d’autre
part, les anomalies des transporteurs spécifiques du glucose (GLUT 4) au sein du tissu
adipeux et du muscle squelettique. Elles portent sur la syntheése, la translocation ou la fonction
de ces transporteurs (Zhand, 2002 ; Cohen, 1996). Ces anomalies portent eégalement sur le
métabolisme intracellulaire du glucose, avec notamment une diminution marquée de la
capacité de I’insuline a stimuler la glycogene synthase musculaire, enzyme limitante de la

synthese du glycogene (Groop, 1993).
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4.1.2. Intolérance au glucose :

Les défauts d’action de I’insuline dans le métabolisme du glucose entrainent des déficiences
de la capacité de I’hormone d’une part a supprimer la production hépatique de glucose, et
d’autre part a induire la capture et 1’utilisation du glucose dans les tissus insulinosensibles. La
relation entre insulino-résistance et intolérance au glucose est bien connue : afin de compenser
ses défauts d’action, 1’organisme est capable de modifier la sécrétion et/ou la clairance de
I’insuline (Paneni et al, 2014) pour maintenir une glycémie normale. Lorsque la sécrétion
d’insuline commence a diminuer et devient insuffisante pour maintenir 1’équilibre
glycémique, 1’organisme devient intolérant au glucose et des phases d’hyperglycémie

apparaissent, notamment en périodes postprandiales.
4.1.3. Dyslipidémie diabétique :

L’insulinorésistance est un facteur majeur en cause dans la dyslipidémie du DT2. La
dyslipidémie du DT2 est caractérisée par des anomalies quantitatives ; I’hypertriglycéridémie
et la diminution du HDL-cholestérol et des anomalies qualitatives comprennent une
augmentation des VLDL de grande taille enrichies en cholestérol estérifié et des LDL petites
et denses, ainsi qu’une augmentation des triglycérides au sein des LDL et des HDL, une
glycation des apolipoprotéines, et une augmentation de la susceptibilit¢ des LDL a

I’oxydation (Verges, 2019).
4.1.4. Hypertention artérielle :

La prévalence de I'HTA était corrélée au degré d’insulinorésistance et a I’insulinémie. L’effet
hypertenseur de I’insuline peut relever d’une action de ’hormone sur le SNS, une diminution
de la stimulation de la Na-K-ATPase par I’insuline qui conduit a la diminution de I’activité de
la Na-K-ATPase des cellules musculaires lisses vasculaires peut donc augmenter le tonus
vasculaire et conduire a une HTA. De plus, I'insuline stimule la réabsorption rénale du

sodium. Elle pourrait étre a I’origine d’une inflation hydrosodée (Feraille et al, 1990).
5. Laglucotoxicite :

Plusieurs mécanismes peuvent étre impliqués dans la genése d’un stress oxydant dans des
conditions d’hyperglycémie chronique : surproduction mitochondriale des radicaux
superoxydes par activation de la protéine kinase C, voie des polyols, et formation de produits

de glycation avancée.
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5.1. Protéine kinase C :

L’hyperglycémie intracellulaire augmente la synthése de DAG qui active des isoformes de la
PKC. Par cette voie, les cellules vasculaires sont capables de produire des ERO via
I’activation des NAD(P)H oxydases (Bonnefont-Rousselot et al, 2004).

5.2. Voie des polyols :

L’augmentation de glucose intracellulaire active la voie des polyols et contribue a la
diminution des défenses antioxydantes. En présence du NADPHj; et sous I’effet de 1’aldose-
réductase, le glucose est réduit en sorbitol qui provoque un déficit intra-cellulaire de NADPH
a pour conséquence une faible régénération du glutathion réduit a partir du glutathion oxydé.
De plus, le sorbitol, en présence de la polyol-déshydrogénase et de NAD, peut étre oxydé en
fructose. La diminution du rapport NAD+/NADH conduit par ailleurs a une chute de 1’activité
glycolytique (Sow et al, 2019 ; Brogard, 1992).

5.3. La glycosylation non enzymatique ou glycation :

C'est une condensation entre la fonction réductrice d’un ose simple et les fonctions aminées
libres portées par les groupements aminés des protéines tissulaires et circulantes pour former
les produits de glycation avancées (AGE). Ces AGE proviennent d’un ensemble complexe de
réarrangements et de réactions d’oxydation ultérieures. Ils s’accumulent notamment au niveau
du collagéne et de la membrane basale glomérulaire, ce phénoméne augmentant en fonction

de I’age et du niveau de glycémie (Chauveau, 2019).
e Formation des AGE :

La réaction de glycation a été découverte par Maillard en 1912. Elle consiste en une réaction
non enzymatique du glucose avec les protéines, généralement au niveau des fonctions
aminées des résidus lysyls des chaines polypeptidiques pour la formation précoce de produits
d’Amadori, suivie de la production d’intermédiaires réactifs : glyoxal, méthylglyoxal (MG) et
3-déoxyglucosone, qui se lient a leur tour réagir avec des amines des protéines pour former de

maniere irréversible des composés complexes AGEs ou produits de Maillard.

Les AGE sont capables de produire des radicaux libres oxygénés par des mécanismes
biochimiques complexes. lls interagissent avec des récepteurs spécifiques (RAGE) et
induisent un stress oxydant, en conduisant notamment a 1I’expression de molécules d’adhésion

et d’adhésivité de I’endothélium vasculaire ainsi que les AGE circulent dans le sang et sont
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éliminés par voie rénale qui provoque une insuffisance rénale. Toutefois, des polymorphismes
ont été récemment identifiés dans le géne RAGE. Donc, ils semblent étre I’'un des facteurs
génétiques capables d’influencer la susceptibilité interindividuelle au stress oxydant dans le
diabéte. A ce jour, prés de 25 structures d’AGEs ont été identifiées dans 1’organisme humain

(Bonnefont-Rousselot et al, 2004).
6. Complications du diabéte :

Malgré le développement des molécules normalisant la glycémie et I’amélioration de schémas
thérapeutiques, le diabéte sucré induit fréquemment ’apparition des complications aigues ou
chroniques (Jakus, 2004). Les deux complications aigués du diabéte sont ’acidocétose et
coma hyperosmolaire (Kitabchi et al, 2006 ; English, 2004). En outre des complications
chroniques micro-vasculaire (microangiopathie) est en cause dans la néphropathie,
rétinopathie et neuropathie diabétiques tandis que le macro-vasculaire (macroangiopathie) qui
se manifeste par une atteinte cardio-vasculaires et une artérite des membres inférieurs. Ces

effets délétéres sont en grande partie liés a I’hyperglycémie (Poitout, 2008 ; Baron, 2002).

T GLUCOSE
Activation
PKC-dépendante - — ‘ Auto-oxydation du glucose ‘
de la NAD(P)H oxydase

| | —

Yy |1AGEs ‘ 1 voie des polyols ‘ .
| Activation des RAGE | .
' 1 espéces oxygénées réactives Y
O
1 Pejoxy2|1itrite H 1 NADH = 1 glycolyse
 Action de *°NO L NADPH = | activité de la NO synthase

Action sur les facteurs de transcription redox-sensibles

1 expression des molecules

Activation d’adhésion (ICAM, VCAM)
de NFxB

Activation des MAP kinases

Dysfonctionnement vasculaire
1 risque cardiovasculaire

Figure 1: Relation entre hyperglycémie chronique, stress oxydant, facteurs de

transcription redox-sensibles et accroissement du risque cardiovasculaire.



Synthése bibliographique

Il. Stress oxydant et systéeme antioxydant
1. Définition:

Dans les systémes biologiques, le stress oxydant est la conséquence d’un déséquilibre entre
la production d’oxydants, ou ROS, et les molécules antioxydantes en faveur des oxydants
(Wolin et al, 2005 ; Wiseman et al, 1996), ce qui se traduit par des dommages oxydatifs de
I’ensemble des constituants cellulaires : les lipides avec une perturbation des membranes
cellulaires, les protéines avec I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques

avec un risque de mutation et de cancérisation (Sergent et al, 2001).
2. Les especes réactives oxygénées (ERO) :

Les espéces oxygenées actives (EOA ou ROS ; Reactive Oxygen Species) sont également
désignées dans la littérature de dérivés réactifs de I’oxygene ou substances oxygénés réactives
(Robertson et al, 2007). Les Especes Oxygénées Activées (EOA) sont des molécules
contenant de 1’oxygéne et qui ont une grande réactivité dans les réactions biochimiques des
compartiments subcellulaire. Ce sont des molécules dotées de propriétés oxydantes et

requiérent la présence des métaux de transition (Favier, 2003).

On distingue deux catégories d’EOA : les Radicaux Libres ou Espéces Radicalaires et les

Especes Non-Radicalaires.
2.1. Les radicaux libres :

Un radical libre est une substance chimique (atome, molécule, fragment de molécule) tres
réactive avec un ou plusieurs électron solitaire sur leur couche externe qui recherche un
partenaire pour sa stabilité selon un phénomene d’oxydation, il est symbolisé par un point qui
indique ou 1’¢électron libre se situe (ex : *OH). Plus récemment, les especes azotées actives
(EAA ou RNS; Reactive Nitrogen Species) ont été définies comme un sous-groupe
d’oxydants (Benzie, 2003 ; Robertson et al, 2007).

Les différents radicaux libres sont (Favier, 2003) :
e Anion superoxyde (O,—*)

o Radical hydroxyle (*OH)
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o Radical peroxyle (ROO-*)
e Monoxyde d’azote (*NO)
o Peroxynitrite (*OONO)

Ces molécules se lient rapidement aux molécules non radicalaires a proximiteé, résultant

géneralement en la formation de nouveaux radicaux (Yu, 1994).
2.2. Les espéces non radicalaires:

Ces molécules sont généralement les précurceurs des radicaux libres. Ce sont des molécules

d’une toxicité importante (Favier, 2003). Les espéces non-radicalaires sont :
e Oxygene singulet (10,)
e Peroxyde d’hydrogeéne (H,0,)
3. Systemes de défenses antioxydants :

Les moyens de défenses de 1’organisme contre les oxydants sont multiples. On peut les
classer en 2 groupes: il y a les défenses enzymatiques avec le superoxyde dismutase, la
catalase, ou la glutathion peroxydase et les mécanismes non-enzymatiques tel que le
glutathion (Kilic et al, 2004).

3.1. Le glutathion réduit (GSH) :

C’est un tripeptide (L-y-glutamyl-L-cystéinylglycine) qui contient un groupement thiol libre
apporté par la cystéine (Lushchak, 2011). La forme réduite du glutathion (GSH) est le
régulateur majeur du redox intracellulaire et se trouve en abondance dans les cellules. Le
glutathion agit comme un capteur directe des radicaux libres, un co-substrat pour I’activité
enzymatique de la glutathion peroxydase et de plusieurs autres enzymes (Meister, 1983 ;
Josephy, 1997).

3.2. Les superoxydes dismutases (SOD) :

La SOD est une métalloprotéine qui intervenir dans la défense contre les derives toxiques de

I’oxygene et induit par I’anion superoxyde selon la réaction suivante :
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20,-+ 2H" ——> H;0; + O
Il existe 03 isoformes décrites chez les mammiferes (Grégori, 1974 ; Crapo, 1974) :
o Une forme cytosolique associée aux ions cuivre et zenc (Cu/Zn-SOD)
e Une forme mitochondriale a manganése (Mn-SOD)
o Une forme extracellulaire est aussi pourvu des ions cuivre et zenc (Cu/Zn-SOD).
3.3. La catalase (CAT) :

C’est un tétramere qui comporte chacun un groupe heme comportant les sites actifs de cette
enzyme et agit dans la détoxification cellulaire. Elle est localisée dans les peroxysomes et
fortement exprimée dans les hématies, les hépatocytes et les cellules rénales. Cette enzyme est

surtout active lorsqu’on trouve de fortes concentrations de H,0,, selon 1’équation :

2H,0, >2H,0 + O,

3.4. Les glutathion peroxydases (GPxs) :

La glutathion peroxydase est une famille d’enzymes antioxyants localisée dans le cytosol et
dans les mitochondries. Le rble de la glutathion peroxydase est de réduire d’une part le
peroxyde d’hydrogene en deux molécules d’eau, et d’autre part les hydroperoxydes
organiques (ROOH) en alcool. Lors de cette réaction, qui demande intervention de deux
molécules de glutathion (GSH), celles-ci se transforment en glutathion disulfure (GSSG). La
glutathion peroxydase est la seule enzyme a pouvoir neutraliser de trés faibles concentrations
de H,0..

Il existe 8 isoenzymes chez I’homme (Tableau 3) caractérisées par des fonctions similaires

mais avec des modes d’action et des sites d’action différents (Muller et al, 2007).
Elles peuvent étres classées en deux grands groupes :
3.4.1. Les GPxs seléno-dépendantes :

Les GPxs séleno-dépendantes sont caractérisées par la présence d’un atome de sélénium au

niveau de leur site actif. Ce résidu sélénium est lié¢ & une cystéine et forme le 21°™ acide

aminé (Mullenbach et al, 1987).
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Des glutathion peroxydases a sélénium sont retrouvees dans le plasma (pGPx), le cytosol
(cGPx), au niveau de la membrane cellulaire (phGPx), et une isoenzyme est spécifique aux
cellules digestives (giGPx) ; (Ganther, 1999) qui les protegent du stress oxydant. On a cinq
GPx séléno-dépendantes sont : GPx1-4, GPx6 (Alexander, 2015 ; Kryukov et al, 2003).

3.4.2. Les GPxs séléno-indépendantes :

Caractérisées par 1’absence de Se au niveau de leur site actif. Les ARNm de ces enzymes ne
posseédent pas de codon UGA codant pour une séléno-cystéine mais un codan UGC codant
une simple cystéine. Les trois GPxs séléno-indépendantes sont : GPx5, GPx7, GPx8 (Tang et
al, 1995).

Tableau 3. Les isoenzymes de glutathion peroxydase (Muller et al, 2007).

Geéne | Locus Enzyme

GPx1 | Ch.3p21.3 | Glutathion Peroxydase 1

GPx 2 | Ch. 14g24.1 | Glutathion Peroxydase 2

GPx 3 | Ch. 50932 Glutathion Peroxydase 3

GPx 4 | Ch. 19p13.3 | Glutathion Peroxydase 4

GPx5 | Ch. 6p21.32 | Glutathion Peroxydase 5

GPx6 | Ch. 6p23 Glutathion Peroxydase 6

GPx7 | Ch. 1p32 Glutathion Peroxydase 7

GPx8 | Ch. 5g11. 2 | Glutathion Peroxydase 8

SH
Py : 3:'.I{
S50

H,O

Figure 2. Mode d’action des GPXx.
GR : glutathion réductase / GSH : glutathion réduit / GSSG : glutathion oxydé
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3.5. La glutathion réductase (GSH-S-Transférase) :

La glutathion réductase est une enzyme dépendante de NAD(P)H présents dans les globules
rouges. L’enzyme catalyse la réduction du glutathion oxydé (GS-SG) sous sa forme réduite
(GSH) (Medart, 2005).

En effet, la concentration cellulaire en glutathion étant limitée, il est nécessaire de le réduire

constamment pour que la GPx maintienne sa fonction (Srinivason et al, 2012).
I1l. Diabéte et stress oxydant

Le stress oxydant peut jouer un réle important dans 1’évolution du diabéte et peut contribuer a

la survenue des complications chroniques.

Le stress oxydant est une altération de I’homéostasie redox cellulaire. Elle est induite soit par
une production excessive d’espeses réactives de 1’oxygene (ERO) ou de 1’azote (ERA), soit

par une déplétion des capacités de défense antioxydante (Sow et al, 2019).

Les études de biologie moléculaire indiquent que le stress oxydant altére les voies de
signalisation intracellulaire menant a la résistance a I’insuline. L’oxydation du glucose et des
acides gras dans le cycle de Krebs génere du NADH mitochondrial et des ROS. Dans le
contexte de 1’obésité, le NADH en excés est transformé en radicaux libres tels que le
peroxyde d’hydrogene, lequel altére la sécrétion d’insuline par les cellules B pancréatiques et
interfére avec la voie de signalisation intracellulaire de 1’insuline (Hansen et al, 1999),

contribuant ainsi au développement de la résistance a 1’insuline (Bruce et al, 2003).

L’hyperglycémie augmente I’intensit¢ de la glycation non enzymatique. Cette réaction
conduit a la formation des produits de glycation avancés (AGE), qui modifient la structure et
les fonctions des protéines. Les liens entre glycation et stress oxydant sont trés étroits.
Plusieurs axes de recherche ont examiné le role du stress oxydatif sur ’apparition et le
développement des troubles diabétiques éventuellement via la formation des radicaux libres

oxygenés (Sow et al, 2019).

Les études montrent que les patients diabétiques ont une protection antioxydante
significativement déficiente susceptible d’augmenter leur vulnérabilité aux dommages
oxydatifs et de favoriser le développement de complications diabétiques (Nourooz-Zadeh et
al, 1997).
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Par rapport aux autres cellules de 1’organisme, les cellules p sont plus sensibles au stress

oxydatif pour trois raisons :
o Une activité métabolique élevée ;

e Une activité anti-oxydante faiblement exprimée: faible concentration en Cu/Zn

superoxyde dismutase, catalase et glutathion peroxydase ;
« Un faible contenu en glutathion réduit.

Cette fragilité des cellules B au stress oxydatif est suggérée d’étre impliquée, par effet
d’apoptose, dans I’apparition des troubles de 1’insulinosécrétion et de la sensibilité a 1’insuline
qui caractérisent le pré-diabete, la progression du DT2 et la destruction des cellules B

(Lenzen, 2008).
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1. Population d’étude :

I1 s’agit d’une étude cas/témoins, la population cible était composée de 15 diabétiques de

type 2 ainsi que 29 témoins en bonnes santé.

Les prélevements du sang avaient eu lieu au niveau du laboratoire d’analyse de 1’hopital de

Remchi.

Les dosages sont réalisés dans le laboratoire Chimie Analytique et Electrochimie, au sein
du département de Biologie, Faculté des sciences de la Nature et de la Vie, Terre et Univers,

Université Aboubekr Belkaid-Tlemcen.
2. Facteurs d’inclusion et d’exclusion :
2.1. Facteurs d’inclusion:

o Tout patient de la Wilaya de Tlemcen, atteint de diabete de type 2 et qui a consenti

librement a participer a 1’étude.
2.2. Facteurs d’exclusion:

 Les sujets non consentants.

o Témoins présentant une maladie chronique ou autre.

3. Sources des données :
La collecte des données a été faite par utilisation d’un questionnaire comprenant
différentes items tels que I’age, le sexe, taille, poids, IMC, la fonction, type d’habitation et

d’autres paramétres essentiels de maniere a faciliter leur exploitation (Annexe I).
4. Prélévements sanguins et préparation des échantillons :

Les prélevements sanguins ont été réalisés sur la veine du pli du coude. Le sang prélevé est
recueilli dans des tubes héparinés qui sont étiquetés et centrifugés par la suite a 3000 tr/min
pendant 10minutes. Le plasma est conservé dans des eppendorffs pour le dosage du glucose et

des marqueurs plasmatiques (GPx3) pour des études ultérieures.

Le culot restant est récupéré et lavé avec 1’eau physiologique. La lyse des érythrocytes se

fait par ’addition d’eau distillée glacée (dilution 1/5¢me), suivi par incubation pendant
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15 minutes au refrigérateur (4°C). Les tubes sont ensuite centrifugés a 4000 tr/min pendant 10

minutes afin d’éliminer les débris cellulaires.
Le surnagent récupéré constitue le lysat érythrocytaire qui servira pour le dosage de GPx1.
5. Dosage glycémique et enzymatique :
5.1. Dosage du glucose et ’HbAlc :

La glycémie avait été déterminée par la technique enzymatique au glucose oxydase—
peroxydase (Randox, Antrim, UK) et I’Hbalc par la technique microchromatographique sur
colonne utilisant une résine échangeuse d’ions (Human, Wiesbaden, Germany). Elle est
fondée sur la fixation d’hémoglobine non glyquée sur la résine tandis que la fraction glyquée

HbA1c reste dans le surnageant qui est rapidement sépare.

5.2. Dosage des glutathions peroxydases :
Ces enzymes antioxydantes sont présentées dans différentes matrices, nous avions choisi de

les doser au niveau du culot érythrocytaire.
a. Principe du dosage :

Toutes les techniques décrites reposent sur le méme principe, en présence de glutathion
réduit (GSH), la glutathion peroxydase réduit un hydroperoxydes (ROOH) tandis que le GSH
est oxydé en glutathion disulfure (GSSG) (Richard et al, 1997).

La vitesse d’oxydation du GSH est mesurée en suivant la décroissance du NADPH
consommé pour la réduction du GSSG par la glutathion réductase. Ce dosage en continu
permet de maintenir constante la concentration du GSH dans le mélange réactionnel
(Richard et al, 1997).

A partir de cette méthode, de tres nombreuses variantes ont été décrites, le premier substrat
utilisé a été le H,O, (Gunzler et al, 1974). Dans la présente étude, la méthode utilisée est une
adaptation de Gunzler et al, (1974) qui ont remplacé le H,O; par le terbutyl-hydroperoxydes
(tBOOH) trés stable en solution aqueuse a 4°C.

La quantité de glutathion oxydé par le terbutyl était mesurée en suivant la décroissance
d’absorption du NADPH a 340 nm. Ce dosage en continu (fait a 25°C et a pH 7) permet de

maintenir constante la concentration du GSH dans le milieu réactionnel. Les résultats sont
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exprimés en U/g d’hémoglobine pour la GSH-Px érythrocytaire ou en U/L pour la GSH-Px
plasmatique; une unité étant définie comme une micromole de NADPH oxydée par minute.

Le spectrophotometre utilisé était de type Analytik Jena (Germany).
b. Dosage de la GSH-Px érythrocytaire :

On avait préparé un hémolysat au ¥z dans le Drabkin du lysat de globules rouges, puis dans

une microcuve avaient été mis dans ’ordre :

e 900 pL tampon Tris

e 25 pL hémolysat ou tampon tris pour le contréle
e 20 pL Glutathion

e 20 pL Glutathion réductase

e 20 puL NADPH

On avait agité par retournement et on avait attendu une minute avant d’additionner 20 pL.

de tBOOH.
Apres agitation par retournement, 1’évolution de la densité optique avait été suivie.

c. Dosage de I’hémoglobine:

Dans une cuve on avait mélangé 1mL de Drabkin dilué avec 20 pL du lysat au 1/10.

Attendre 20 mn aprés agitation par retournement, et noter I’absorbance de la solution a 546

nm.

6. Analyse statistique :

L’analyse statistique des données avait été effectuée par le logiciel MINITAB version 16 et
Excel 2007. Les résultats sont exprimés pour les variables quantitatives en moyenne et écart-
type.

Des tests paramétriques avaient été choisis. Le coefficient de corrélation r de Pearson avait
été utilisé pour étudier le degré d’association entre deux variables. Il s’agit d’une analyse uni-

variée.

La comparaison entre deux moyennes par le test « t » de Student, et le test du Khi 2 pour

comparer entre les pourcentages.
Le seuil de significativité avait éte fixé a p <0,05.
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Résultats et Discussion

1. Caractéristiques de la population étudiee :

Les caracteristiques de la population étudiée sont représentées dans le tableau 4.

Tableau 4. Caractéristiques de la population d’étude.

Caractéristiques Cas Témoins P- valeur
Age (ans) 54 +10.8 46.3£14.3 0,053
Sexe (Yofemme) 80 75.86 /
IMC (kg/m?) 20.08+5.10 | 25818+4,86 | 0,027
Glycémie (g/L) 1.62 +0.54 0.97£0.018 <0.001
HbA1c (%) 8.50+ 1.98 5.73+0.38 <0.001
Niveau d’instruction% /
Universitaire 33.33 24.13 0.001
Primaire 66.66 75.87 0.002
GPx1 (U/g Hb) 114.17 £51,96 | 117,75+40,51 | 0,913

Chagque valeur représente la moyenne + 1’écart-type. IMC : indice de masse corporelle (Poids (Kg)/Taille(m?)).

1.1. L’age:

Les caracteristiques de la population étudiée montrent que 1’age moyen est de 54 + 10 ,8 ans

et 46,3 + 14,3 ans pour les diabétiques de type 2 et les témoins respectivement (Figure 3).

La moyenne d’age entre cas et témoins n’était pas significativement différent (P>0.05).
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Figure 3. Histogramme des moyennes d’age pour les diabétiques et les témoins.
1.2. Sexe:

Les femmes représentent 80% des sujets malades par rapport a 75,86% des sujets sains.

On note que le diabete de type 2 touche plus des femmes que d’hommes.
1.3. IMC:

L’IMC avait été calculé par le ratio du poids en kg sur la taille en m?. La moyenne de I'IMC
de la population malade est de 20,08 + 5,10 kg/m?, celle des témoins est de 25,818 + 4,86
kg/m?.

Nous avions remarqué un poids normal chez nos diabétiques de type-2.

L’indice de masse corporelle (IMC) prouve une diminution significative chez les cas par

rapport aux témoins (P=0,027<0,05).
1.4. Glycémie:

La moyenne de la glycémie est 1,62 + 0,54 g/L et 0,97 + 0,018 g/L pour les malades et les
témoins respectivement.

On note que la glycémie est plus élevée chez les cas par rapport aux témoins, la différence est
hautement significative (P < 0,001) (Tableau 4).
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1.5. HbAlc:

Chez les diabétiques de type 2, la moyenne de I’HbAlc est de 8,5 £ 1,98, celle des témoins
est de 5,73 £ 0,38.

On constate que I’'HbAlc prouve une augmentation hautement significative chez les malades

par rapport aux témoins (P <0,001) (Tableau 4).
1.6. Niveau d’instruction :

On remarque que plus de 33% des cas sont des universitaires, tandis que les témoins
représentent 24,13% (p<0.05) (Tableau 4).

1.7. L’activité enzymatique de la GPx1 :

L’activité de la GPx 1 est 114,17 + 51,96 U/g Hb et 117,75 + 40,51 U/g Hb, pour les cas et les

témoins respectivement (Figure 4).

La moyen de I’activité de la GPx entre cas et témoins n’était pas significativement différente
(P =0,913>0,05).
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Figure 4. Histogramme de I’activité enzymatique de la GPx 1 érythrocytaire chez les cas
et les témoins.
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2. Analyse multivariée :
2.1. Degré d’association entre les différents parametres étudiés :
La corrélation de Pearson avait été utilisée pour rechercher une éventuelle association entre la
GPx 1, I’age, I'IMC, HbAlc et la glycémie. Le tableau 5 regroupe les différents coefficients
de corrélation, ainsi que la P-value correspondante. Aucune corrélation significative n’avait

été observée (P>0,05).

Tableau 5. Association entre ’activité de la GPx et les paramétres continus.

Activité de la Gpx1 chez les cas | Activité de la Gpx1 chez les témoins
R P R P
Age -0,225 0.420 -0.05 0.795
IMC 0.175 0.533 -0.001 0.753
HbAlc 0.041 0.886 0.231 0.494
La glycéemie 0.350 0.201 0.004 0.985
Les figures suivantes représentent les courbes de régression de ces corrélations.
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Figure 5. Courbe de régression liant I’activité de la GPx 1 et I'IMC des diabétiques.
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Figure 6. Courbe de régression liant I’activité de la Gpx 1 et 'IMC des témoins.

e On remarque selon la figure 5, une corrélation positive entre I'IMC et la GPx1 des
diabétiques mais non significative. Chez les témoins, la corrélation observée est non

significative. Les points de nuage sont disposes de facon aléatoire dans la figure 6.
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Figure 7. Courbe de régression liant I’activité de la GPx 1 et I’age des diabétiques.
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Figure 8. Courbe de régression liant I’activité de la GPx 1 et I’age des témoins.

e On note selon les figures 7 et 8, une corrélation inverse entre I'age et la GPx1 des

diabétiques et des témoins a était retrouvé mais de maniére non significative. Les
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points de nuage sont dispersés de facon plus aléatoire chez les diabétiques par rapport

aux témoins.

Nuage de points de Hbal_1 et Gpx1_1
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Figure 9. Courbe de régression liant I’activité de la GPx 1 et ’HbA ¢ des patients.

e Une corrélation positive mais non significative entre ’'HbAlc et la GPx1 des malades

a été trouvé. Les points de nuage sont dispersés aléatoirement.
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Figure 10. Courbe de régression liant 1’activité de la GPx 1 et la glycémie des patients.

e Une corrélation positive mais de fagcon non significative entre la glycémie et la GPx1

des malades a été trouvé.
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Discussion

Il existe une évidence croissante que les complications liées au diabéte sont associées au
stress oxydant, et que la production des radicaux libres augmente pendant le diabete (Baynes,
1991 ; Armstrong et al, 1991).

Cette ¢tude a pour objectif principal de mesurer 1’activit¢é enzymatique de la GPx 1
érythrocytaire chez des diabétiques de type-2 par rapport aux témoins dans la ville de Remchi.

Les principaux résultats de cette recherche ont montré que :

Les volontaires de I’étude sont a prédominance féminine dans les deux populations (cas et

témoins) a raison de 80% a 75% respectivement.

Nos diabétiques avaient un IMC entre 20-25kg/m? (poids normal) qui indique une diminution
vs les témoins en surpoids. Selon Sow et al, 2019, c’est le tour de taille supérieur a 80 cm
chez les patients DT2, conséquence d’existence de I’obésité abdominale qui est un facteur de

risque du diabete.

Les résultats sont en faveur d’un déséquilibre glycémique ainsi qu’un taux de I’HbAlc
supérieur a 7%. Cette HbAlc refléete des hyperglycémies chroniques au cours des derniers
mois chez le patient diabétique. Nos diabétiques de type-2 s’avérent donc mal équilibrés et
seraient exposés a 1’apparition précoce des complications dégenératives. Ces résultats

concordent avec ceux de Kassab et al, 2003.

La défense antioxydante endogene a été recherchée chez les diabétiques de type 2 ainsi que
les témoins, par le dosage de I’activit¢ de la Gpxl afin d’explorer les informations

pronostiques du diabéte de type 2.

Rappelons que le réle de la GPx 1 est important dans la défense des cellules contre les
dommages oxydatifs causés par le H,O, ainsi que par les hydroperoxydes de lipide.
Récemment des travaux ont montre que le H,O; agit en tant que second messager et qu’il est
impliqué dans de nombreux processus biologiques, notamment les changements de

morphologie, la prolifération, la signalisation (NF-KB), I’apoptose (Sies, 2017).

Nos résultats montrent que la concentration de 1’activité enzymatique de la Gpx1 chez les
DT2 (114,17£51,96 U/L Hb) n’est pas sensiblement différente par rapport aux témoins
(117,75+40,51U/L Hb). La comparaison entre les deux groupes, patients DT2 et témoins ne
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présente pas de variation significative. Ce résultat est comparable a celui de Kassab et al,
2003.

Missaoui (2000) a trouvé une diminution significative de 1’activité de la GPx chez les
diabétiques moyennement équilibrés (HbAlc entre 8 et 10 %), alors qu’elle reste constante
chez les diabétiques mal équilibrés. Cela pourrait étre expliqué par une augmentation de
I’activité enzymatique de la GPx comme réponse a I’hyperglycémie modérée (Kassab et al,

2003).

Une autre étude montre une diminution significative de la GPx et la SOD chez les diabétiques
par rapport aux témoins (Sow et al, 2019).

Dans notre travail, nous avons analysé également, le degré d’association entre les parameétres
anthropométriques (age et IMC) et I’activité enzymatique de la GPx1.

L’activit¢ de la GPx1 des malades est pratiquement indépendante de leur IMC. Cette
conclusion est aussi valable en ce qui concerne 1’age, le coefficient de corrélation linéaire est

r = -0,225 pour I’age et r = 0.175 pour I'IMC. Ces résultats révélent qu’il n’y a aucune
corrélation linéaire significative entre les paramétres anthropométriques et 1’activité
enzymatique.

Par ailleurs, les polymorphismes mononucléotidiques (SNP) sont souvent utilisés dans les
études d’association de maladies avec des genes notamment pour les maladies

multifactorielles.

Le polymorphisme le plus commun implique une substitution Leu a la place de Pro plus
commun a l'acide aminé 197 en raison d'une substitution de T (codon, CTC) par un C (CCC)
(Forsberg, 2000).

Les variants polymorphes de I’enzyme GPx1 pourraient hypothétiquement affecter I’activité
de ’enzyme GPx et contribuer a la susceptibilité génétique au DT2, accélérant ainsi le stress

oxydatif.
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Conclusion

Le diabéte de type 2 est la forme la plus fréquente de diabéte sucré. L’incidence de ce type

de diabete a considérablement augmenté en Algérie.

L’étude menée sur une population a prédominance féminine a montré que la glycémie et
I’hémoglobine glyquée provenant des processus de glycation sont élevées au cours du diabete,
Ce qui risque de provoquer des complications a moyen et a long terme chez la population

d’étude.

Chaque individu posséde son propre potentiel antioxydant en fonction de son mode de vie,

de ses caractéristiques génétiques ou de 1’environnement dans lequel il vit.

Le dosage de la GPx1 réalisé, dans le cadre de notre travail montre une diminution non
significative de I’activité enzymatique, ce qui concorde avec des études anciennes, alors que
des études plus récentes montrent une diminution non significative de 1’activité de 1’enzyme
dans le DT2.

Nous avons aussi constaté qu’il n’y a aucune corrélation significative entre 1’activité

enzymatique de la GPx1 et des parametres tels que 1’age et I'IMC.

Le résultat de ce travail ouvre des perspectives dans la compréhension de la

physiopathologie du diabéte de type 2.

Les variations polymorphes de I’enzyme GPx pourraient hypothétiquement affecter
I’activité de I’enzyme GPx et contribuer a la susceptibilit¢ génétique au diabete type 2,

accélérant ainsi le stress oxydatif.

Il convient d’approfondir d’avantage les recherches sur ces marqueurs antioxydants et ce
en multipliant les etudes de cas afin de confirmer cette différence entre cas et témoins. Il
convient par ailleurs de s’intéresser aux différents polymorphismes de cette enzyme en

relation avec le diabete de type 2.
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Questionnaire

1-Paramétres anthropométriques

Nom et prénom: Date:
localité: Origine ethnique:

age: sexe: groupe sanguin:

Poids tooooiiii KgTaille:..........oooooiiiia. mIMC:.................. Kg/m?
Tour de taille:............... Tour de hanche:..............

PAS . mmHgPAD:... ... mm Hg

2-Parameétres anthropo-sociologiques

Niveau d’instruction : 0O Analphabéte =~ oPrimaire = o moyen  OSecondaire  oUniversitaire

Activité professionnelle: o Sans profession o Avec profession Oretraité

Type d’Habitat : olndividuel oCollectif

Situation familiale : Marié (¢) :o0  Célibataire :O Autre : O

Nombre d’enfant: fratrie: range dans la fratrie:
3-famille:

Consanguinité; Ooui: non; Degré de consanguinité:

Phénotype des parents (diabéte, autre pathologie ou trait remarquable).
pére: mere:
Tabagisme: oui non

Antécédent familiaux de diabéte:

Diabéte gestationnel chez les femmes: Age de ménopause chez les femmes:
4-le cas index

Age de diagnostique Un trait remarquable avant le diagnostic:
Complication dégénératives du diabéte.

Pathologie associées:

Supplémentation en vit D Infection virales
Antécédent personnel fracture:
5-parameétre biologique:

Glycémie Hbal

Urée creatinine triglycéride
Cholestérole  Hdl  LDL

6-Traitement pris actuellement
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Nom de I’aliment et composition

de plat

Quantité consommé

Petit Déjeuner

Déjeuner

Gouter

Diner

Grignotage




