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Liste des abréviations

ABL: Géne abelson

ADN : Acide désoxyribonucléque

AGPI: Acides gras polyinsaturés

BCR: Break point region

BCR-ABL: Protéine Abelson

CAT : Catalases

ERN : Especes réactives d’azote

ERO : Espéces réactives d’oxygene

GPx : Glutathion peroxydase

GR : Glutathion réductase

GSH : Glutathion réduit

4-HNE : 4-hydroxynonénal

H,O, : Peroxyde d’hydrogéne

HOCI : Acide hypochlorique

JAK2: Janus kinase ou Just another kinase
JAK2V617F: Mutation de la protéine Janus kinase
LMC : Leucémie myéoide chronique
MP: Myélofibrose primitive

MDA: Malondiadéhyde

NO ' : Monoxyde d’azote

NAD(P)H : Nicotine adénine dinucl éotide phosphate réduit
O, : Radical anion superoxyde

OH " : Radical hydroxyle

10, : L’oxygéne singulet



8-OHdG : Hydroxy-désoxyguanosine
OMS: Organisation mondiale de la santé
ONOQO " : Peroxynitrite

PV : Polyglobulie de Vagquez

Q: Ubiquinone

RO ;" : Peroxylelipidique

ROS: Reactive oxygen species

SMP: Syndromes myéoprolifératifs
SOD: Superoxydes dismutases

TE : Thrombocytémie essentielle

XOR: Xanthine oxydase



Glossaire

Réaction de Fenton : réaction d'oxydation aboutissant a la formation du radical hydroxyle OH-.
Au cours de la réaction, le peroxyde d'’hydrogene (ou eau oxygénée) oxyde le fer ferreux (ou ion
fer 1) selon laréaction d'oxydo-réduction:

Fe”* + H,0, - Fe*'+ OH + OH

Dismutation : réaction d'une espece moléculaire (ou radicalaire) sur elleméme, générant
simultanément une espece plus oxydée et une espece plus réduite que la molécule de départ.

Tyrosine Kinase: enzyme permettant la phosphorylation des protéines cibles dans des sites
particuliers.

Janus Kinase: protéine de type tyrosine kinase impliquée dans plusieurs voies de signalisation
responsabl es principalement de lasurvie et de la prolifération cellulaire.

Xénobiotique : Molécule étrangere, susceptible de pénétrer dans le corps humain.

Cellule souche hématopoiétique (CSH) : type de cellule a I'origine de toutes les lignées de cellules
sanguines, qui intervient lors de I'nématopoiése, se retrouvent uniquement dans la moelle osseuse.

Hématopoiese: I'hématopoieseest le processus physiologique permettant la formation et le
renouvellement des cellules sanguines : les globules blancs, les globules rouges, et |es plaquettes.

Moelle osseuse: lamoelle osseuseest un tissu situé au centre desos, responsable de
I'hématopoiése.

Cellule souche myéloide: cellule issue de lacellule souche hématopoiétique (CSH), qui va
pouvoir donner, en se divisant, lalignée myéoide : granulocytes, monocytes (qui deviendront
macrophage dans les tissus), plaquettes, globules rouges et cellules dendritiques myéloides.

La lignée érythroide: la lignée érythroide correspond a |'ensemble des cellules précurseurs des
hématies.

Lalignée mégacaryocytaire : cellules précurseurs des plaquettes sanguines.

Lalignée granulocytaire : cellules précurseurs des granulocytes (ou polynucléaires).



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

Site abasique: partie de I’ADN dépourvue d’une base purique ou pyrimidique et ayant perdu
I’information génétique par rupture de la liaison entre une base et |le désoxyribose.

Chéation : processus physicochimique qui conduit a la formation d'un complexe entre un ion
meétalligue et une substance organique stable et non toxigue éliminable dans les urines.

Splénomégalie : une augmentation de volume (mégalie) de larate (spléno).

Myélofibrose: la transformation anormale, chez un adulte, de la moelle osseuse en substance
fibreuse. Elle correspond a un envahissement de la moelle osseuse par du tissu ayant perdu toute
élasticité (tissu fibreux).

Thrombopoiétine : (TPO) est une hormone qui stimule laformation de plaguettes sanguines.

Athérosclérose: consiste en une accumulation de lipides, de glucides complexes, de sang et de
produits sanguins, de tissu fibreux et de dépdt calcaires sur les artéres de gros et moyen calibre,

Ischémie: I'ischémie est une insuffisance de la circulation du sang dans un organe ou dans une
partie du corps qui perturbe, voire arréte lafonction de I'organe.



| ntroduction
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L'oxygéne (ou dioxygene, O,) est un gaz indispensable ala vie dont on ne pourrait se
passer au dela de quelques minutes. Son réle dans les systémes biologiques est fondamental.
Il est un intermédiaire-clef dans de nombreuses transformations biochimiques, cataboliques et
anaboliques (Lane ,2003). Toutefois il peut former des especes partiellement réduites et
fortement toxiques appelées les radicaux libres ou encore les especes réactives oxygénées
(ERO). Aux doses faibles, les ERO sont tres utiles pour I’organisme et jouent des roles
importants dans divers mécanismes physiologiques tel que la transduction des signaux (Vako
et al., 2007). Aux doses excessives, les ERO deviennent néfastes et toxiques pour I’organisme
pouvant atérer les congtituants lipidiques, protéiques ou I’ADN de la celule. La
surproduction des ERO au dela des capacités antioxydantes des systemes biologiques donne
lieu au stress oxydant qui est impliqué dans I’apparition de plusieurs maladies allant de
I’athérosclérose au cancer (Clerkin et a., 2008 ; Vako et a.,2007).

Les cancers sont des maladies complexes, présentant de nombreuses formes selon I’étiologie

et les tissus atteints et dépendent d’un grand nombre de facteurs causaux. Parmi ces facteurs,
les radicaux libres jouent un rdle de premier plan a tous les stades de la maladie (Delattre et
al, 2007). En effet de trés nombreuses études démontrent la place prépondérante du stress
oxydant dans I’initiation et le développement des cancers y compris les hémopathies malignes
(Ahmad et al., 2010) qui sont I’ensemble des cancers developpés au depend du tissu
hématopoiétique suite a des anomalies chromosomiques dans les cellules souches
hématopoiétiques (Sailga et al., 2010). Parmi les hémopathies malignes on distingue les
syndromes myéoprolifératifs (SMP) caractérisés par la prolifération clonale des celules
myéloides et qui représentent 29,4% de I’ensemble de ces pathologies dans la région de
Tlemcen (Registre du cancer de Tlemcen, 2007).

Le but de ce présent mémoire est d’évaluer le statut oxydatif chez des patients atteints de
syndromes myéloprolifératifs dans la région de Tlemcen, afin de trouver son implication dans
I’apparition de ces pathologies et ceci par la détermination de quelques marqueurs

biochimiques du stress oxydant.
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Les espéces réactives de I’oxygéne ERO sont des radicaux libres issus de I’oxygene
moléculaire. Elles représentent la plus importante classe d’espéces réactives générées dans les
organismes vivants a cause de I’importance du métabolisme agérobie. Elles regroupent
I’ensemble des dérivées radicalaires de I’oxygene mais également d’autres dérivés non
radicalaires tres réactifs (Haton, 2005 ; Valko et al., 2007) (tableau 1).

Les dérivées radicalaires de I’oxygéne ou les radicaux libres sont des especes chimiques qui
possedent un ou plusieurs éectrons célibataires (électron non apparié) sur la couche externe.
La présence d'un électron célibataire confére souvent a ces molécules, une grande instabilité
et la possibilité d’oxyder ou de réduire de nombreux composés afin de stabiliser leur orbitale
externe, par exemple |'anion superoxyde (O,") qui est d'une importance capitale car il est la
premiére ERO a étre formée, le radical hydroxyle (OH) et I'oxyde nitrique (NO') (Bonnefont
Rousselot et al., 1999 ; Vako et al.,2007) en revanche les dérivées non radicalaires ne
possedent pas d’électrons non appariés mais sont des précurseurs des radicaux libres et sont
auss réactifs que ceux-ci. Par exemple : le peroxyde d'hydrogene (H.0O,) et I'oxygene
singulet (102) (Korsloot et Van Straalen., 2004).

Tableau 1. Les principales especes r éactives oxygéenées générées dansles

systemes biologiques (D’apres Bartosz, 2003).

Nom Symbole
Espécesradicalaires
Anion superoxyde O,
Radical hydroxyle OH'
Monoxyde d’azote NO

Espécesnon radicalaires

Peroxyde d’hydrogéne H202
Oxygene singulet 102
Peroxynitrite ONOO~
Acide hypochlorique HOCI
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Aux doses faibles, les ERO sont trés utiles pour I’organisme et jouent des réles importants
dans divers mécanismes physiologiques ; elles participent a |a défense immunitaire contre
les agents pathogenes, ala destruction par apoptose des cellules tumorales, au cycle cellulaire,
aladifférentiation et la prolifération cellulaire, au fonctionnement de certains neurones, a la
fécondation de l'ovule et a la régulation des genes, phénomene appelé contréle redox des
genes (Vako et a, 2007). Elles constituent aussi un systéme de transmission de signaux
jouant le role de messagers intra et extracellulaires, elles permettent d'induire la réponse
cellulaire a de nombreux stress: thermiques, l'irradiation (ultraviolets), les cytokines
inflammatoires, |es carcinogenes chimiques, xénobiotiques, permettant |'expression de génes
de défense (Tesio, 2011) mais aux doses excessives, les ERO deviennent néfastes et toxiques
pour I’organisme pouvant altérer les composantes cellulaires (ADN, macromolécules et
surtout les bicouches phospholipidiques des membranes), entrainant ainsi une cascade de
réactions radicalaires susceptibles d'engendrer un nombre considérable de maladies (Ames et
al., 2003 ; Favier, 2003) donc le paradoxe apparent de la double potentialité des ERO comme
mol écules essentielles a la régulation cellulaire et comme produits potentiellement toxiques
du métabolisme peut étre expliqué par des effets dose dépendants (Delattre et al., 2007)
(Figure 1).

signalisation signalisation :
redox aoniofidue nécrose
physiologique POPIOHY

Figurel: Relation entrela quantité desERO cellulaires et les effets
biologiques (D’aprés Sachdev, 2008).
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La production des ERO dans les cellules est essentiellement d’origine enzymatique et découle
de plusieurs sources possibles. Il s’agit principalement du complexe enzymatique
mitochondrial de la chaine respiratoire responsable de la production de plus de 80% de
I’anion superoxyde (Murphy, 2009) et du complexe enzymatique de la NAD(P)H oxydase
membranaire (Zhang et al., 2011) source importante d’ERO utilisées dans la lutte contre les
bactéries et les corps étrangers dans les cellules phagocytaires activées mais d’autres enzymes
cytosoliques ou présentes au sein de différents organites cellulaires peuvent également
produire des ERO (Piccoli et al., 2007) (Figure 2) telles que la Xanthine oxydase (XOR) lors
du métabolisme des purines (Harrison, 2002) , les cyclooxygenases et les lipooxygenases au
cours des réactions d’oxydation des acides gras polyinsaturés (Kinder et a., 2010), les
cytochromes P450 enzymes de la détoxification des xénobiotiques, la myéloperoxydase
(MPO) lysosomale et les oxydases peroxysomaes (Delattre et al.,2007) , des réactions
d’autooxydation non enzymatiques de nombreuses mol écules solubles comme le glucose, les
thiols, les catécholamines,... sont par ailleurs une source d’ERO (Bartosz, 2003) , de part
notre environnement nous sommes exposés quotidiennement a des agents exogenes d’origines
diverses. Ces agents physiques ou chimiques, comprennent des particul es inhalées (amiante,
silice, fumée de tabac), des médicaments, des polluants de I’environnement, et des radiations

(rayonnements radioactifs ou UV) a I’origine de la formation d’ERO (Nemmich, 2009).

NADPH oxidase

lipoxygenase b rradlalion
cyclooxygenase Fenton Reaction,
Haber-Welss Reactlon
cmohm-me Pﬁﬂl (Cu, Fe)

=mnthine

oliﬂl“ Catalase

e > HzOz -
hypoxanthine nmth ine supcroxido dlsmul ase
nanthine uric acid GESH paroxidase

/ssa

r-dul‘:t!“

H* - H
NADH b+ : nanw NADPH

Figure2: Lesprincipales sources cellulaires des ERO (Bonnefont-Rousselot., 2003).
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Donc les ERO sont des molécules produites par divers mécanismes physiologiques mais elles
sont présentes dans les cellules a des concentrations trés faibles, ces concentrations sont
régulées par un équilibre entre leur taux de production et leur taux d’élimination par des
systemes antioxydants (Delattre et al., 2007) qui sont des substances capables d’entrer en
compétition avec d’autres substrats oxydables et ainsi empécher leur oxydation (Berger,
2006). Les cellules utilisent de nombreuses stratégies antioxydantes soit endogenes
enzymatiques et non enzymatiques, soit exogenes et consomment beaucoup d’énergie pour
controler leurs niveaux d’ERO (Messaet al., 2010) (Figure 3).

le

O (oxygene fondamental)
) 2

le” CI"MPO

= —

‘);\/ SOD, Vit C
anion superoxyde peroxyde dlhydmge“e acide hypochloreux

Fe,Cu (cau de javel)
cata I(JSE . y
% Vit C, flavonoides,
GSH
ferritine, transferrine, %
agents chélateurs
radical hydroxyle

W llpopuoxydus
oxygene singulet acide urique, Vit C, GSH

B-caroténe, lycopéne Vit E, Se-GPx, f.tbtqumone

Figure 3 : Régulation de la production d’ERO par les systemes de défenses antioxydants
(D’aprés Pincemail et al., 2002).
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Les systemes enzymatiques sont représentés principalement par les superoxyde dismutases
(SOD), la catalase (CAT) et les glutathion peroxydases (GPx). Ces enzymes intracellulaires
tres performants, ont des fonctions spécifiques et non remplacables, et chague classe de ces
enzymes est nécessaire pour la survie des cellules (Lambeth, 2004). Elles ont une action
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau du O~ et du H202, conduisant finalement
a la formation de I’eau et de I’oxygéne moléculaire (Lehucher-Michel et a., 2001) ; tout
d’abord les SOD (EC : 1.15.1.1) catalysent la dismutation des ions superoxydes en molécules
de H202 et d’O, . Elles constituent une premieére ligne de défense tres efficace en empéchant
I'accumulation cellulaire de superoxyde et elles sont présentes chez pratiquement tous les
organismes aérobies, |l existe plusieurs isoenzymes de SOD qui different selon lalocalisation
chromosomique du gene, selon la nature du métal incorporé dans le groupement prosthétique,
selon leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire (Zelko et a., 2002 ; Delattre et
al., 2007 ) ensuite le peroxyde d’hydrogéne (H202) formé par les SOD est pris en charge soit
par la catalase (EC 1.11.1.6) qui catalyse sa dismutation en O, et en H2O (Kirkman et
Gaetani., 2007) soit par la glutathion peroxydase (EC 1.11.1.9) qui couple sa réduction
avec I’oxydation du glutathion (GSH) (Sorg, 2004 ; Tothovaet a., 2007) (Figure 4).

. S0D CAT
0;——» 0, ——» 10,——F 00 + 140,

\ - GSH NADP® -
\ ] y A Y
I.|I/f ‘\\'\/ \\

GPx | GR] | G6PD

/f’u' ﬂ\\ /

/\
Lo £ B6ssG 7 -NADPH <

Figure 4 : Mode d’action des principaux systemes enzymatiques (D’apres Favier, 2003).

Il existe de nombreuses autres enzymes antioxydantes qui jouent un role sans doute important
mais encore mal évalué comme les thiorédoxines, les glutaredoxines, les peroxyredoxines,
I'neme oxygénase, |a glutathion transférase ou | es thioredoxines peroxydases (Favier, 2003).
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Les systémes non enzymatiques renferment de nombreuses substances endogenes parmi
lesquelles on peut citer le glutathion, I’acide urique, la bilirubine, la mélanine, la mélatonine,
I’acide lipoique, les protéines chélatrices de métaux detransitions, ... ... et d’autres substances
exogenes apportées par I’alimentation, telles que les vitamines : E (tocophérol), C (acide
ascorbique), I’ubiquinone (Q), ou les caroténoides (Ahmad et al., 2010). De tous les composes
endogenes, le plus important est sans doute le glutathion réduit GSH (thiol majeur au niveau
intracellulaire) ; c’est un tripeptide qui joue le role d’antioxydant grace a son pouvoir
réducteur via safonction thiol (-SH) qui est donneur d’électron capable de fixer lesERO , se
retrouvant & des concentrations intracellulaires variant entre 0,5 mM et 10 mM, le GSH est
responsable de I'édlimination de 80% a 95% des ERO formés par une cellule (Droge, 2002 ;
Favier, 2003). Il peut fixer les ERO soit par interaction directe, soit en servant de cofacteur
sur lequel laGPx peut fixer le H202 (Balendiran et a, 2004; Korsloot et VVan Straalen., 2004)
et il peut agir comme les protéines chélatrices de métaux de transitions telles que
I’haptoglobine, la ferritine, la transferring, la lactoferrine, I’albumine, I’hémosidérine et la
céruloplasmine en diminuant la disponibilité d’agents prooxydants par le stockage, le
transfert ou I’oxydation des métaux, comme Fe2+ /Fe3+ ou Cu+/Cu2+ permettant par ce biais
de prévenir la production des ERO par la réaction de Fenton (Messa et al., 2010). L’acide
uriqgue  produit terminal du métabolisme des purines posséde aussi des propriétés
antioxydantes importantes (Paula et al., 2008) en ce qui concerne les antioxydants exogenes
la vitamine C (ou acide ascorbique) est considérée comme étant e plus important ; elle est
douée d’un puissant potentiel réducteur et agit en piégeant directement les ERO en
neutralisant I’électron non apparié, les transformant ainsi en molécules stables. Elle est aussi
capable de recycler le glutathion et I' a —tocophérol ou vitamine E qui €elle aussi est une
molécule antioxydante. Son rble est essentiellement de capter les radicaux peroxyles
lipidiqgues RO2 , €le interrompt ainsi la chaine de propagation radicalaire dans les
membranes en limitant |a peroxydation des acides gras polyinsaturés (Pelicano et a., 2004) ,
certains minéraux agissant comme cofacteurs pour assurer I’activité  des enzymes
antioxydantes sont apportés également par voie alimentaire comme le sélénium (Se), le zinc
(Zn), le manganese (Mn), le cuivre (Cu) et le fer (Fe). Lorsque ces différents systemes de
gestion des ERO sont dépassés en raison d’un excés de production d’ERO et/ou d’une

diminution des systemes antioxydants, un stress oxydant apparait (Figure 5).
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Ce déséquilibre dans la balance métabolique cellulaire entre les ERO et les antioxydants en
faveur des premieres peut avoir diverses origines, citons la surproduction endogéne d’agents
pro-oxydants d’origine inflammatoire, un effort physique intense, une exposition
environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments, rayons gamma,
rayons ultraviolets, herbicides, ozone, amiante, métaux toxiques) ,un déficit nutritionnel en
antioxydants, une mutation ou un polymorphisme de génes codant pour les enzymes antioxydants
(Pincemall et a., 2002 ; Sorg, 2004 ; Koechilin-Ramonatxo, 2006 ).

Systémes antioxydants
Enzymatiques : SOD, catalase, GPx
Non enzymatiques :  vit E, vit C, GSH

ERO (0,5 HO'...) ?
ERN (‘NO) ]

Pro-oxydants (H,0;, HOCI, ONOO'|

caroténoides

STRESS OXYDANT
Oxydation des constituants cellulaires Systémes enzymatiques de dégradation

et de réparation

Lipides : hydroperoxydes GPx membranaire

Protéasome

Systémes BER, NER

Protéines : protéines carbonylées

-

Acides aminés : sulfoxyde de méthionine 4= Méthionine sulfoxyde réductase
-

Acides nucléiques : 8-hydroxy 2-désoxygnanosine  «§—

Figure5 : Principaux acteurs du stress oxydant et conséquences d’un déséquilibre de la
balance pro-oxydants/antioxydants (D’apres Delattre et al., 2007).

La production excessive et I’accumulation des ERO provogue des lésions directes de
molécules biologiques dont les cibles les plus vulnérables sont les lipides, I’ADN et les
protéines, mais aussi des Iésions secondaires cellulaires et tissulaires dues au caractére
cytotoxique et mutagene des métabolites libérés ( Favier,2003 ; Valko et a., 2006).
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Les lipides membranaires et tout particuliérement les acides gras polyinsaturés (AGPI), sont
la cible privilégiée de I’oxydation par les ERO. Les réactions d’oxydation concernent aussi
bien les acides gras non estérifiés tels que les acides (linolénique, linoléque et arachidonique)
qu’estérifiés (les triacylglycérols), les lipoprotéines circulantes, esters de cholestérol ou
encore le cholestérol libre (Favier, 2003 ; Belkhiri, 2006) a I’origine de la formation de trés
nombreux produits primaires (hydroperoxydes) ou secondaires (aldéhydes) dont les activités
biologiques sont multiples. Ce phénomeéne est connu sous le terme de peroxydation lipidique.
Les aldéhydes les plus éudiés sont 4-hydroxynonénal (4-HNE) et e dialdéhyde malonique
(MDA), ils apparaissent dans le sang et |'urine et sont souvent utilisés comme des marqueurs
de stress oxydant (Ahmad et al., 2008). Dans les protéines, des réactions d’oxydation des
chaines latérales des acides aminés sont possibles, les cibles majeures des ERO sont les
acides aminés soufrés, les acides aminés basiques et les acides aminés aromatiques sensibles
au radical hydroxyle et aux produits de la peroxydation lipidique: le MDA et le 4-HNE.
L’oxydation des acides aminés génére des groupements hydroxyles et carbonyles sur les
protéines mais peut également induire des modifications structurales plus importantes, les
carbonyles sont utilisés comme un marqueur de I’oxydation des protéines et de fagon
générale comme un margueur de stress oxydant (Singh et al., 2009) et I’ADN bien qu'il soit
la mémoire de toute la composition biochimique des étres vivants, il sagit d'une molécule trés
sensible & I'attaque par les ERO. Les modifications des bases puriques et pyrimidiques, les
cassures simples et double-brin, les sites abasiques et les pontages, constituent |les catégories
principales de dommages oxydatifs de I’ADN (Van Loon et Hubscher., 2009) (Figure 6).
L'attaque radicalaire peut étre directe et entraine l'oxydation des bases, et tout
particulierement de la guanine, engendrant un grand nombre de bases modifiées telle que la
8-hydroxy-2’-déoxyguanosine (8-OHAG) dont la mesure est aujourd’hui utilisée comme
biomarqueur du stress oxydant sur I’ADN et peut aussi attaquer la liaison entre la base et le
désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le sucre, créant une coupure de chaine
simple brin. Des dommages indirects peuvent résulter de l'attaque des lipides dont la
peroxydation génére des adéhydes mutagéenes, formant des adduits sur les bases de I'ADN
(Feng et a., 2003 ; Vako et al., 2006 ; Novotna., 2009, Van Loon et Hubscher., 2009).
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coupure de chaine
(simple brin) =

pontage
ADMN-protéine
modification de la base
(oxydation, alkylation
rearrangements)

o oupure de chaine
formation (dotible brin)
de site abasiqueée

Figure 6 : Principales classes de dommages de I’ADN (D’aprés Favier., 2003).

Ces dtérations du matériel génétique représentent la premiere étape impliquée dans la
mutagenese et la carcinogenése. En effet, la8-OHdG normalement éliminée par des enzymes
de réparation de I’ADN qui peuvent, elles aussi, étre victimes de I’action des ERO est
considérée comme une lésion pré-mutagénique car elle peut conduire, en I’absence de
réparation, a une transversion GC - TA. Cette transversion induit des mutations observées
dans les cellules cancéreuses (Delattre et a., 2007 ; Sallmyr et a., 2008) . En effet de tres
nombreuses études démontrent la place prépondérante du stress oxydant dans I’initiation et le
développement des cancers qui sont des maladies complexes, présentant de nombreuses
formes selon I’étiologie et les tissus atteints, ils se caractérisent par la prolifération anarchique
de cellules anormales qui peuvent essaimer dans d’autres organes formant ce qu’on appelle
des métastases, ces métastases sont la principale cause de décés par cancer , lorsque cette
pathologie touche I’homéostasie du systeme hématopoiétique elle est définie par le terme
d’hémopathies malignes (OMS, 2011) . Le systeme ou tissu hématopoiétique est un ensemble

de cellules ancestral es appel ées cellules souches hématopoiétiques (CSH) qui en se divisant
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donnent naissance a des cellules capables de se différencier en toute catégorie de cellules de
sang au cours d’un processus biologique appel € hématopoiése au niveau de la moelle osseuse.

Ce processus comprend la myélopoiese des lignées myéloides: érythroide, granuleuse,
monocytaire et mégacaryocytaire qui aboutit ala production respectivement des érythrocytes
(ou globules rouges), des granulocytes (ou polynucléaires), des monocytes et des plaguettes,
et lalymphopoiése de lalignée lymphoide qui aboutit a la production des lymphocytes (Ito et
a., 2006) (figure 7).

Eosinophile ;
Neutrophile |

Cellule
dendritigue

Monocyte Ii

Macrophage

Cellule
myéloide

indifferenciee

/'Gellule T

LY

Cellule Cellule Cellule B Plasmocyte
hématopoigtique Ilymphoide R
indifférenciée™m. |
=N
Moelle osseuse Cellule TN

Figure 17.5 Modes de différenciation d'une cellule souche
hématopoiétique de la moelle osseuse.

Figure 7 : Modes de différenciation d’une cellule souche hématopoiétique dela moelle
osseuse (Ito et al., 2006).

Un excés ou un défaut de production de certaines cellules sanguines, conduit a I’apparition
des hémopathies malignes appelées communément cancers du sang. La classification des
hémopathies malignes tient compte du tissu d’origine de la prolifération, lymphoide ou

myéloide et le degré de sévérité aigu ou chronique (Sinenko et al., 2010) (tableau 2) .
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Tableau 2. Classification des hémopathies malignes (Thiele et al., 2008).

Aigue chronique

Leucémie lymphocytaire
chronique (LLC) et variantes

Lymphome non hodgkinien
Lymphoide Leucémie lymphoblastique | (LNH)

aigue (LLA) et sous types
Lymphome de hodgkin (LH)

Myélome multiple et

variantes

Leucémie myéloide
chronique (LMC) et

variantes
Myéloide Leucémie myéloide aigue
(LMA) et soustypes Syndromes
myél odysplasiques (SMD)
Syndromes

myéloprolifératifs (SMP)

L’incidence des hémopathies malignes est en progression dans le monde entier (OMS, 2011).

En France, entre 1988 et 1994, une éude a montré que le taux de mortalité par les HM est de
1.99% chez les hommes et 1.94% chez les femmes, ce chiffre a augmenté de facon
exponentielle 10000 nouveaux cas estimés en 2008 dont plus de la moitié sont des hommes
(Alyos, 2008). En Algérie, une éude menée a Sétif entre 1990 et 1997, montrait que les
tumeurs du systéme hématopoiétique représentaient 6.7% des tumeurs chez I’hnomme et 5.6%

des tumeurs chez les femmes (Le registre du cancer de Sétif, 1997).

11
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A Tlemcen, I’étude du rapport du registre du cancer de Tlemcen, montre que les leucémies
représentent 3% de I’ensemble des cancers, avec prédominance masculine et enregistre 194
cas d’hémopathies malignes dont 31 nouveaux cas uniquement pendant la période de 2009 et
2010 (CHU Tlemcen, 2010) et malgré I’amélioration du diagnostic et les thérapeutiques
réalises ces dernieres décennies, la mortalité par hémopathie maligne reste élevee.

Parmi les hémopathies malignes on distingue les syndromes myéloprolifératifs (SMP)
caractérisées par la prolifération clonale des cellules myéloides avec une conservation de leur
capacité de différenciation (Chomel et al., 2009) et qui représentent 29,4% de I’ensemble de
ces pathologies dans la région de Tlemcen . Ils peuvent étre divisés en SMP classiques et en
SMP atypiques, les SMP classiques comprennent quatre entités cliniques distinctes: la
leucémie myéloide chronique (LMC) d’une part, dont la physiopathologie moléculaire est
maintenant bien connue, avec le chromosome Philadel phie et e remaniement BCR-ABL, et
d’autre part les trois autres SMP dits « Philadelphie négatifs » : polyglobulie de Vaguez (PV),
thrombocytémie essentielle (TE) et myéofibrose primitive (MP) (Tefferi et Vardiman, 2008)
(figure 8).

LME ?x‘* SMP atypiques

MP/ Gl Apparaniag

I SMP classigues I

TE| [PV | | WP

Figure 8: Lessyndromes myéloprolifératifs (D’aprés Chomel et al., 2009).
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La leucémie myéloide chronique LMC est de loin la plus fréquente parmi tous les SMP, elle
est caractérisée par la prolifération clonale de la lignée granulocytaire (cellules précurseurs
des granulocytes ou polynucléaires). Elle a une incidence d’un nouveau cas pour 300 000
habitants, et est diagnostiquée le plus fréquemment chez des sujets de 20 a 50 ans. Le
chromosome Philadelphie issu de la translocation t (9;22) (g34 ;g11) est présent dans 90%
des cas de la LMC (Rezgoune., 2006 , Reddy et al., 2011). La polyglobulie de Vaquez
occupe la deuxiéme place aprés la LMC dont la manifestation est la production anormal ement
élevée d’érythrocytes normaux et est caractérisée par une anomalie génétique récemment mise
en évidence: la mutation V617F de JAK2. Cette maladie a une incidence de 3 a 5 pour
10 000 habitants et survient plus fréqguemment a partir de 50 ans (James et al., 2005; Chomel
et a., 2009). La thrombocytémie essentielle TE est un syndrome myéloprolifératif rare
caractérisé par une éévation du nombre des plaguettes ou thrombocytes (>600000
plaguettes'mm®). Son incidence est estimée a 1.5 nouveaux cas pour 100 000 habitants .Elle
est le plus souvent observée chez I’adulte aprés 40 ans. L’anomalie moléculaire JAK2 V617F
a été retrouvée dans de nombreux cas de TE (Levine et al., 2005). La myélofibrose primitive
MP ou myéofibrose chronique idiopathique ou splénomégalie myéloide est le plus rare de
tous les SMP, elle est caractérisée par une augmentation importante de la taille de la rate et
une fibrose de la moelle osseuse, mais elle ne s’accompagne pas nécessairement d’une
augmentation de la production de cellules myéloides. L’incidence de cette maladie est estimée
de 0.5 a 1.5 nouveaux cas pour 100 000 habitants avec un pic d’incidence vers 60 ans. La
mutation JAK2 V617F est un marqueur de clonalité pour la moitié des patients atteints de la
MP (Baros et Bacigalupo., 2006). L’origine de ces pathologies n’est pas toujours connue.
Cependant, il a clairement été démontré que les hémopathies malignes sont fréquemment
associ ées a des anomalies chromosomiques affectant la régulation et la structure des génes des
cellules souches hématopoiétiques (Reddy et al., 2011). L’anomalie moléculaire somatique a
I’origine des SMP touche une cellule souche myéloide avec des conséquences plus ou moins
spécifiques sur les lignées érythroides (PV), granulocytaires (LMC) et mégacaryocytaires
(TE) (Chomel et al., 2009). Le chromosome Philadelphie associé a la LMC, décrit en 1960
est le résultat d’une translocation chromosomique réciproque entre les chromosomes 9 et 22,
cette translocation fusionne le géne BCR situé sur le chromosome 22 avec le gene ABL situé
sur le chromosome 9. Le géne de fusion BCR-ABL code une protéine tyrosine kinase
constitutivement active responsable de la maladie (figure 9) (Naughton et al., 2009 ; Nowell,
2007 ; Rowley, 1973).

13
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Figure 9: Le chromosome Philadelphie (D’aprés Naughton et al., 2009).

Lamutation V617F de JAK2 est une mutation ponctuelle acquise aboutissant au changement
d’un G pour un T au nucléotide 1849 situé dans I’exon 12 de JAK2. Au niveau protéique cette
mutation aboutit & une substitution d’une valine en une phénylalanine au codon 617 d’ou le
nom JAK2 V617F (Tefferi et Gilliland, 2005) (figure 10).
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Figure 10: La mutation JAK2V617F (D’apres Baxter et al., 2005).

La protéine JAK2 (Just An other Kinase) est une proténe a fonction tyrosine kinase, elle est

impliquée dans plusieurs voies de signalisation responsables notamment de la survie, de la

14
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prolifération et de la différentiation cellulaire. Elle peut se fixer a des récepteurs de facteurs
de croissance comme le récepteur de I’érythropoiétine EPO et de la thrombopoiétine TBP
(facteurs de croissance qui stimulent I’hématopoiese), la fixation de I’EPO sur son récepteur
favorise la phosphorylation activatrice de JAK2 qui phosphorylent a leur tour d’autres
protéines appelées STAT qui se transloguent dans le noyau et se fixent sur I’ADN pour
activer la transcription des genes impliqués dans I’hématopoiese (figure 11), dans le cas de la
protéine JAK2 mutée V617F , I’activation de ces génes est réalisée de fagcon permanente et en
I’absence de facteur de croissance (EPO) (Baxter, 2005). Cette mutation est I’événement
mol éculaire responsable de 95% des PV, 60% de TE et 50% de MP, sarecherche est devenue
un élément majeur du diagnostic des SMP (Akada et a., 2010). D’autres mutations, comme
celles dans I’exon 12 de JAK2 ou dans le géne codant pour le récepteur a la thrombopoiétine

(MPL W515) sont moins fréquentes (James et al., 2005).

@EF0
Fixation du
Récapteur patie
da [EPO
Jak? & -F Membrane
@‘ " plasmigue
Phosphorylation Dimérisation
Membrane
nucléaire
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Translocation : H ARNM
nucléaire
Séquence promotrica cible ADN
chromosomigue
Activation transcriptionnelle

Figure 1l : Voiedesignalisation JAK2-STATS5 (D’apres James et al., 2005).
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L’objectif du travail

L’objectif de ce travail est d’explorer quelques parametres biochimiques du stress oxydant

chez une population atteinte de syndromes myéloprolifératifs dans larégion de Tlemcen en
effectuant :

YV V V V V

Le dosage de lavitamine C (Jacota et Dani 1982).

Le dosage du malondialdéhyde plasmatique (Nourooz-Zadeh et al 1996).
L e dosage des hydroperoxydes plasmatiques (Nourooz-Zadeh et al 1996).
La mesure de I’activité delacataase (AEBI, 1974).

L e dosage des protéines carbonylées (Levine et al 1990).

16
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Matériel et méthodes

1. Population étudiée

Notre travail est réalisé aupres d’une population atteinte de syndromes myéloprolifératifs dans
une étude cas-témoins au niveau du CHU de Tlemcen (service d’hématologie clinique) et du
centre médical de Bab Ouahren.

Durant la période d’étude [Avril-Juin] 2012, 30 patients atteints de syndromes

myéloprolifératifs et 20 témoins ont été inclus dans cette étude.

L’age, le poids et la taille de chague patient et témoin, ainsi que quelques parametres
hématologiques recueillis a partir de dossiers médicaux sont notés dans un questionnaire
établi.

Toutes les personnes (cas et témoins) ayant participé a cette étude ont éé informeées du but de

I”’étude et ont donné leur consentement.
2. Lespréevementssanguins

Les prélevements sanguins ont été réalisés le matin a jeun au niveau de la veine du pli du
coude. Le sang a été collecté dans des tubes EDTA identifiés préalablement. Les plasma ont
€été récupérés suite a une centrifugation a 3000 trs/min pendant 15 minutes et conservés dans
I’EDTA disodique (Na; EDTA) a 0.1% et dans I’azide de sodium (Naz N3) a 0.02% a raison
de 10pl/ml puis congelés a-18°C.

3. Paramétres et techniques de dosage

3.1. Dosage du malondialdéhyde plasmatique (Nourooz-Zadeh et al.,1996)
Principe

La maondialdéhyde (MDA) est le marqueur le plus utilise en peroxydation lipidique,

notamment par lasimplicité et la sensibilité de dosage.
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Apres traitement acide et a chaud, les aldéhydes réagissent avec I’acide thiobarbiturique
(TBA) pour former un produit de condensation chromogénique consistant en deux molécules
de TBA et une molécule MDA.L’absorption intense de ce chromogéne se fait a 532 nm. La
concentration en MDA plasmatique, exprimée en umol/l et analysée sur le plasma, est

calculée en utilisant une courbe étalon de MDA ou seulement le coefficient d’extinction du

complexe MDA-TBA (€=1,56 x10° mol™ .L .cm™ 4532 nm).

3.2. Dosage des hydroper oxydes plasmatiques (Nourooz-Zadeh et al., 1996)
Principe

Les hydroperoxydes, marqueurs de I’oxydation des lipides, sont mesurés par I’oxydation
d’ions ferriques utilisant le xylénol orange [(O-cresolsulfonphtalein-3’,3"’- bis
(methyliminodiaceticacid sodium)]. La méthode de Nourooz-Zadeh et a est basée sur une
peroxydation rapide transformant le Fe?* en Fe** en milieu acide. Les ions Fe** en présence
du xylénol orange, forment un complexe coloré Fe**-xylénol orange. L’intensité de la
coloration est proportionnelle a la concentration plasmatique en hydroperoxydes (exprimée en

pumol/l) a une longueur d’onde de 560 nm.

3. 3. Dosage des protéines carbonylées (Levine et al., 1990)
Principe

Les protéines carbonylées sont des marqueurs de I’oxydation protéique. Elles sont mesurées
par laréaction au 2-4dinitrophénylhydrazine (DNPH) selon laméthode de Levine et al., 1990.
La réaction aboutit a la formation de la dinitrophénylhydrazone colorée. Les concentrations
plasmatiques en protéines carbonylées (expimées en umol/l) sont déterminées par lecture a

une longueur d’onde de 350 nm selon un coefficient d’extinction de 21.5 mmol™. I. cm™.
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3.4. Evaluation de I’activité de la Catalase (AEBI, 1974)
Principe

Cette activité enzymatique est mesurée par I’analyse spectrophotométrique du taux de
décomposition du peroxyde d’hydrogéne. Le milieu réactionnel contient le plasma dilué a
1/5, la solution de peroxyde d’hydrogene (H.O.), et le réactif de coloration Titanium oxyde
sulfate (TiOSO,4). En présence de la catalase, la décomposition du peroxyde d’hydrogéne
conduit a une diminution de I’absorption de H,O, restant en fonction du temps. La lecture se
fait & 420 nm. Les concentrations en H,O, restant sont déterminés a partir d’une gamme

étalon de H,O- . L’activité de la catalase est exprimée en Ul / ml.

3.5. Dosage delavitamine C plasmatique (Jacota et Dani, 1982)
Principe

Lavitamine C plasmatique est dosée selon une méthode en utilisant le réactif de Folin et une

gamme étalon d’acide ascorbique.

Apres précipitation des protéines plasmatiques et centrifugation, la vitamine C qui est
présente dans le surnageant, réduit le réactif de Folin en donnant une coloration bleue.
L’intensité de cette derniére est proportionnelle & la concentration en vitamine C a une

longueur d’onde de 760 nm.
Remar ques

Les résultats obtenus sont représentés sous forme de moyenne + erreur standard. Ainsi, pour
comparer les résultats, nous avons appliqué le test de Student «t ». La valeur «t » donne le

degré de signification « p » lu sur latable de Student. La différence entre deux moyennes est :

+ Non significativesi p>0.05
4 Peusignificatives p<0.05 (*)
4 Significatives p<0.01 (**)
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Résultats et discussion

1. Caractéristiques dela population éudiée:

Dans notre serie, I’échantillon comporte 30 patients et 20 témoins dont I’age varie de 30 a 80
ans, avec une moyenne de 59.83+10.78 ans pour les cas et de 41.23+8.63 pour les témoins
(tableau 3).

Caractéristiques Cas Témoins
Effectifs (n) 30 20

Age 59.83+10.78 41.23+8.63

IMC (kg/m?) 22.54+3.93 25.64+3.28

Tableau 3: Caractéristiquesdela population éudiée.

2. Etude biochimique

Notre étude est basée sur la détermination de cing paramétres biochimiques plasmatiques du
statut oxydant/antioxydant, dont trois sont des paramétres oxydants (MDA, hydroperoxydes et

protéines carbonyl ées) et deux sont des antioxydants (Vitamine C et I’enzyme catalase).

20




Résultats et discussion

2.1. Teneurs en Malondialdéhyde (MDA) plasmatique chez la population
étudiée

Les teneurs en MDA plasmatique chez la population étudiée sont représentés dans la figure
12.

M cas
* M temoins
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Figure 12 : Teneursen malondialdéhyde (MDA) chez la population étudiée.

Les concentrations en MDA plasmatique exprimées en pmol/ml sont augmentées d’une
maniére significative chez les cas comparés aux témoins avec une moyenne de 1.68+0,39
versus 0.33+0,52.

Chague valeur représente lamoyenne + ES.

La comparaison des moyennes entre les témoins et les cas est effectuée par le test «t » de
Student.

P<0,01** : significatif.
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2.2. Teneursen hydroper oxydes plasmatiques chez la population étudiée

Les teneurs en hydroperoxydes plasmatiques chez la population étudiée sont représentés dans
lafigure 13.

M cas

M témoins

Hydroperoxydes plasmatiques pmol/I

cas témoins

Figure 13: Teneursen hydroper oxydes plasmatiques chez la population étudiée.

Une augmentation non significative des concentrations en hydroperoxydes plasmatiques
exprimées en pmol/lest notée chez les cas comparés aux témoins avec 2.55+0.79 contre
1.48+0.70.

Chaque valeur représente lamoyenne + ES.

La comparaison des moyennes entre les témoins et les cas est effectuée par le test «t » de
Student.

P> 0,05 : non significatif.
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2.3. Teneursen proténes carbonylées chez la population éudiée

Les teneurs en protéines carbonylées chez la popul ation étudiée sont représentés dans la figure
14.
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Figure 14 : Teneursen protéines carbonylées chez la population éudiée.

Les concentrations en protéines carbonyl ées exprimées en umol/ml sont non significativement
diminuées chez les cas comparés aux témoins avec 44.73+2.55 contre 45.73+3.44.

Chague valeur représente la moyenne + ES.

La comparaison des moyennes entre les témoins et les cas est effectuée par le test «t » de
Student.

P> 0,05 : non significatif.
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2.4. Evaluation de I’activité de la catalase (CAT) chez la population
étudiee

L’évaluation de I’activité de la catalase chez la population éudiée est représentée dans la

figure 15.

8 1 H cas
7 . H témoins
6 .
£ 5
2
2 4 -
o
3 4
2 .
1 .
0 4
cas témoins

Figure15: Activitédela catalase chez la population étudiée.

L activité de cette enzyme exprimée en U/ml est diminuée chez les cas comparés aux témoins
avec 5.12 + 0.25 contre 5.31 + 0.23 mais cette différence reste non significative.

Chaque valeur représente lamoyenne + ES.

La comparaison des moyennes entre les témoins et les cas est effectuée par le test «t » de
Student.

P> 0,05 : non significatif.
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Résultats et discussion

2.5. Teneursen vitamine C chez la population éudiée

Les teneurs en vitamine C chez la population étudiée sont représentés dans lafigurel6.

M cas

3,5 - M témoins

1,5 -

vitamine C (ug/ml)
N

cas témoins

Figure 16 : Teneursen vitamine C chez la population étudiée.

Les concentrations en vitamine C exprimées en pug/ml sont non significativement augmentées

chez les cas comparés aux témoins avec 3.05+ 0.46 contre 2.15+ 0.44.
Chague valeur représente la moyenne + ES.

La comparaison des moyennes entre les témoins et les cas est effectuée par le test «t » de
Student.

P> 0,05 : non significatif.
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Conclusion



Malgré les progres effectués ces derniéres années, les leucémies myéloides chroniques
continuent a étre difficiles a traiter. Les stratégies thérapeutiques actuelles atteignent leurs
limites d’efficacité. De nouvelles stratégies thérapeutiques moléculaires ciblant les cellules
malignes sont recommandées. L’élévation de stress oxydatif dans les LCM représente une

nouvelle cible thérapeutique.

Nos résultats concernant le statut oxydant/antioxydant montre I’existence des altérations des
molécules lipidiques par augmentation du taux des marqueurs de peroxydation lipidique
(MDA) chez les patients atteints de syndromes myéloprolifératifs comparés aux sujets sains
tandis qu’il n’ya aucune différence entre les deux populations étudiées concernant les
hydroperoxydes plasmatiques, les protéines carbonylées, la vitamine C et I’activité de la
catalase.

Malgre les quel ques concordances et discordances observées dans nos résultats et les résultats
reportés par la bibliographie, notre travail confirme la présence d’un stress oxydant chez les

personnes atteintes de SMP.

Dans I’avenir, nous souhaiterons continuer notre recherche sur ce theme par une éude plus
complete par la mesure du taux de ROS et des autres parameétres de I’atération lipidique
(lipoprotéines oxydeées), et de I’oxydation de I’ADN (la 8-hydroxydésoxyguanosine), le

pouvoir antioxydant total (ORAC), la mesure de I’activité des autres enzymes antioxydantes :

Mais le probleme de disposer de marqueurs spécifiques (la détection des ERO in vivo est
difficile a cause de leur durée de vie, qui est tres courte), sensibles, fiables et d’exécution
analytique aisée, ainsi que le mangue de standardisation des méthodes complique le dosage de

CEsS parametres.
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Annexes



Dosage de la vitamine C plasmatique (Jacota et Dani, 1982)

+ Réactifs nécessaires
e Eaudistiliée
e Acide ascorbique
e Acidetrichloracétique (TCA) a 10%
e Solution de Folin diluée au /10
+ Solutionsa préparer

e Solution de TCA a 10%
Préparer 10 g de TCA dans 100 ml d’eau distillée dans un bécher.
e Solution deFolin diluéeau 1/10

Mettre dans un bécher 1 ml de Folin et ajouter 9 ml d’eau distillée.

e Solution dela gamme étalon

o Solution mére d’acide ascorbique a 0,1 g/l
Mettre 0,1 g d’acide ascorbique dans 1 L d’eau distillée

0 Gamme étaon

= Solution S1: 10 pg/ml

Dans un bécher mettre 1 ml de la solution mére d’acide ascorbique (0,1 g/l) et gouter 9 ml

d’eau distillée.
=  Solution S2: 5 pg/ml

Mettre 2 ml de la solution S1 et ajouter 2 ml d’eau distillée
= Solution S3: 2.5 ug/ml

Mettre 1 ml de la solution S2 et ajouter 1 ml d’eau distillée.
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Préparation dela gamme

Dans trois tubes a essai, mettre 0.75 ml de chaque solution de lagamme (S1, S2 et S3)
Ajouter 0.75 ml d’eau distillée

Ajouter 150 ml de Folin

Vortexer

Incuber dans I’étuve a 37°C pendant 15 min

LirelaDO a769 nm et tracer la courbe.

M ode opératoire

Dans destubes a , mettre 1 ml de plasma correspondant a chague échantillon
Ajouter dans chaque tube 0.5 ml de la solution TCA &4 10%

Vortexer

Afin d’avoir une déprotéinisation compléte, placer les tubes dans un bain a glace
pendant 30 min

Centrifuger 4 3000 trs/min pendant 10 min

Récupérer 0.75 ml de surnageant dans un tube

Ajouter 0.75 ml d’eau distillée

Ajouter 150 pl de Folin

Incuber ensuite dans I’étuve a 37° pendant 15 min

Lirela DO au spectophotomeétre a 769 nm contre un blanc qui contient 150 ul du Folin
et 750 pl d’eau distillee

Tracer la courbe de la gamme étalon de la vitamine C plasmatique

Par projection des DO obtenues sur la courbe de la gamme étalon nous déterminons la

concentration de la vitamine C plasmatique pour chague échantillon exprimée en

pg/ml.



Dosage du malondialdénhyde plasmatique (Nour ooz-Zadeh €t al.,
1996)

+ Réactifs nécessaires

e Acidethiobarbiturique (TBA) a0.67%
e Acidetrichloracétique (TCA) a20%

e FEaudidtillée
+ Solutionsapréparer

e Solution TBA a0.67%

Peser 0.67 g de TBA et le mettre dans 100 ml d’eau distillée.
e Solution de TCA a20%

Peser 20 g de TCA et le mettre dans 100 ml d’eau distillée.

+ Mode opératoire

Introduire 100 pl de plasma dans un tube a essai
Ajouter 1 ml de TBA a0.67%

Ajouter 0.5 ml de TCA 420%

Vortexer

Incuber dans I’étuve & 100°C pendant 20 min
Laisser refroidir

Centrifuger pendant 10 min a 6000 trs/min

Récupérer |e surnageant qui contient le MDA dans un tube

YV V.V V V V V V V

LirelaDO au spectrophotométre 2532 nm contre un blanc qui contient 1 ml de TBA
a 0.67% et 0.5ml de TCA 0 20%

» Calculer laconcentration du MDA plasmatique exprimée en umol/l selon laformule
[MDA]=DO/ ¢

Tel que €=1,56 x10°mol™.L .cm™



Dosage des hydr oper oxydes plasmatiques (Nour ooz-Zadeh et al.,
1996)

+ Réactifs nécessaires
o Réactif de Fox

+ Préparation

Mettre 9.8 g de sulfate d’ammonium ferrique dans 100 ml de H, So,
Ajouter 90 ml de méthanol

Ajouter 79.2 mg de BHT.

+ Modeopératoire

Préparer deux tubes : blanc et test.

Introduire dans les deux tubes 90ul de plasma

Ajouter 10ul de méthanol dansletest et 10ul de TPP dansle blanc

Laisser atempérature ambiante pendant 30 min

Ajouter 900 pl deréactif de Fox et laisser atempérature ambiante pendant 30 min
Centrifuger a 6000 trs/min pendant 10 min

Récupérer |e surnageant

LirelaDo a560 nm

YV V.V V V V V V V

Calculer laconcentration des hydroperoxydes plasmatiques tel que :

Do test —Do blanc



Dosage des protéines carbonylées (Levine et al., 1990)

£ Réactifs nécessaires

e Solution TCA 4100 g/l, 500 g/l
e Solution HCI a2 mol/l

e Solution de DNPH a2g/I

e Solution de NaOH 2M

e Solution de Guanidine 6M

+ Préparation des solutions

e Solution TCA a 100 g/l
Dissoudre 5 g de TCA dans 25 ml d’eau distillée
e Solution TCA a 500 g/l
Dissoudre 5 g de TCA dans 10 ml d’eau distillée
e Solution HCl &2 mol/I
Prélever 16.5 ml d’HCI 37.5% dans une fiole et compléter a 100 ml avec de I’eau distillée.
e Solution de DNPH
Dissoudre 0.2 g de DNPH dans 100 ml d’HCI 2M.
e Solution de NaOH 2M
Dissoudre 8 g de NaOH dans 100 ml d’eau distillée.
e Solution de Guanidine 6M
Dissoudre 36 g de guanidine dans 100 ml de NaOH 2M.
+ Modeopératoire

> Préparer 2 tubes : tube blanc et tube échantillon

» Introduire dans chacun 50 pl de plasma



> Ajouter dansleblanc 1 ml d’HCI

» Ajouter dans I’échantillon 1 ml de DNPH

> Vortexer

> Incuber les 2 tubes atempérature ambiante pendant 1h

> Ajouter 200 pl de TCA a500g/I

» Centrifuger a 3000trs/min pendant 10 min

> Jeter le surnageant

> Laver le culot 2 fois avec 1 ml du mélange éthanol/éthyle acétate et 2 fois avec 1 ml
de TCA (100g/l) et pour chaque lavage centrifuger a 3000 trs/min pendant 10 min

» Solubiliser le culot dans 2 ml de guanidine (6M)

» LirelaDo a350- 360- 375 nm pour chaque tube (blanc et échantillon)

» Calculer laconcentration des proténes carbonyléestel que:

[Protéines carbonylées|= DoE-DoB / €

Tel quee=21,5 mol™.L .cm™

Dosage dela Catalase (AEBI, 1974)

+ Réactifs nécessaires

e Solution tampon Phosphate a50 mM , pH=7
e Solution H,So,4 2N.

e Solution H>0, a 30 mmol

e Solution TiSo,

+ Préparation

e Solution tampon Phosphate a 50 mM, pH=7

0 Solution A : KH,Poy

Mettre 3.4 g de KH,Po4 dans 500 ml d’eau distillée dans unefiole.

0 Solution B : NaoHPo4

Mettre 4.45 g de NapHPo4 dans 500 ml d’eau distillée.



Mélanger 1 volumede A et 1.5 v de B en vérifiant le pH.
e Solution de TiSo4

Mélanger 1.7g de TiSo, a500 ml de H,So,4 2N.
e Solution H;0, & 30 mmol

Introduire 0.34 ml d’ H,O,a 30% dans 100ml d’eau physiologique ou bien tampon phosphate.
e Solution H,So4 2N

Introduire 51.5ml de H,Sosa 95% a 500 ml d’eau distillée.

+ Mode opératoire

Dansun tubea introduire 500 ul de plasma
Ajouter 500 pl de H,O»

Ajouter 500 pl de solution tampon phosphate TP
Vortexer

Laisser atempérature ambiante pendant 5 min
Ajouter 500 pl de Titanium

Vortexer

LirelaDo a420 nm contre le blanc

Tracer lacourbe Do=F ([H20])

Calculer I’activité de la catalase selon la formule :

YV V.V V V V V V V V

A=A x1.5x 4 x5 (50)/ 5 min (U/ml).



Résumeé

Les syndromes myéoprolifératifs constituent des pathologies émergentes en Algérie.
Plusieurs études ont montré I’existence d’un état de stress oxydatif chez les personnes
atteintes de SMP.

L’objectif de ce travail est d’étudier la relation entre le stress oxydant et les SMP par la
détermination de quelques marqueurs du statut oxydant/antioxydant chez une population
atteinte de SMP dans la Wilaya de Tlemcen.

L’étude porte sur 20 témoins sains et 30 malades agés entre 30 et 80 ans sélectionnés en
milieu hospitalier. Un prélévement sanguin est effectué afin de doser les parametres du statut
oxydant (MDA, hydroperoxydes et protéines carbonylées plasmatiques) et antioxydant

(vitamine C et activité de la catalase).

D’importantes atérations des molécules lipidiques sont révélées par une augmentation
significative du taux du (MDA) plasmatique chez les patients atteints de syndromes
myéloprolifératifs comparés aux sujets sains (1.68+0,39 versus 0.33+0,52). Par contre,
aucune différence significative n’est observée en teneurs plasmatiques des hydroperoxydes et
protéines carbonylées chez les deux populations. Concernant, les défenses antioxydantes, les
teneurs en vitamine C ne montrent pas de différence significative entre les cas et les témoins.

De méme pour I’activité de la catalase (5.12 £0.25 versus5.31+ 0.23).

Mots clés: Syndromes myéoprolifératifs, stress oxydatif, marqueurs oxydants/antioxydants.
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