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7.6. Dommage des protéines induit par les radicaux libres 

En présence des ROS, les protéines peuvent se dénaturer, se fragmenter ou 
perdre leurs structures primaires et secondaires. Les dommages oxydatifs au 
niveau des protéines (et des acides aminés) peuvent se manifester de diverses 
manières (DAVIES; 1987 ET 1999) 

- apparition de groupements hydroperoxydes (-00H), 

- oxydation du squelette carboné de la chaîne polypeptidique conduisant à une 
fragmentation des protéines et à l'apparition de groupements carbonyles, 

- oxydation des chaînes latérales des acides aminés avec formation de ponts 
disulfure, de méthionine sulfoxyde et de groupements carbonyles 

- formation de dérivés chlorés et nitrés. (PANTKE ET AL., 1999) 

7.7. Antioxydants enzymatiques 

7.7.1. Les superoxydes dismutases (SOD's) 

Cette enzyme assure l'élimination de l'anion superoxyde, première espèce 
toxique formée à partir de l'oxygène. Elle assure ainsi la première ligne de 
défense contre le stress oxydant (MENA ET AL., 1991). Un bon 
fonctionnement de la SOD a besoin d'oligo-éléments comme le cuivre et le zinc 
(Cu-ZnSOD présente dans le cytosol) ou le manganèse (MnSOD présente dans 
la mitochondrie) par ailleurs Il existe une SOD extracellulaire, mais une 
concentration trop élevée de cette dernière peut s'avérer dangereuse car, elle est 
à la base d'une surproduction de peroxyde d'hydrogène (LEVINE ET KIDD., 
1996) 

7.7.2. Les glutathion peroxydases (GPx) 

Cette enzyme a besoin du glutathion et du sélénium pour fonctionner 
correctement. Son rôle principal est d'éliminer les peroxydes lipidiques résultant 
de l'effet du stress oxydant sur les acides gras polyinsaturés. 

Tout comme la SOD, la glutathion peroxydase séléno-dépendante se comportera 
de deux façons différentes face au stress oxydant, une surexpression de 
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l'enzyme dans un premier temps puis destruction si le stress oxydant perdure de 
manière permanent et une diminution de l'activité de la GPx peut provenir d'un 
apport alimentaire trop faible en sélénium. (NEVE ET AL., 1989) 

7.7.3. Les thiorédoxines (TRx) et la thiorédoxine réductase (TRxR): 

Les thiorédoxines sont des enzymes à activité antioxydante intrinsèque comme 
toutes les protéines à groupement thiol (-SH). Elles jouent un rôle important 
dans la régulation du système immunitaire. (MORAN ETAL.,2001). 

Une fois oxydée, la thiorédoxine est réduite par la thiorédoxine réductase 
(TRxR) c'est une enzyme qui possède un groupement sélénocystéine dans son 
site actif. Elle intervient dans la dégradation des peroxydes lipidiques et du 
peroxyde d'hydrogène et dans la régénération du radical ascorbyl en acide 
ascorbique. (HATTORI ET AL., 2003). 

7.7.4. Enzyme catalase: 

Les Catalases sont des enzymes qui catalysent la conversion du peroxyde 
d'hydrogène en eau et oxygène, utilisant un fer ou le cofacteur de manganèse. 
Ceci est trouvé dans les peroxysomes en la plupart des cellules eucaryotes. Son 
seule substrat est peroxyde d'hydrogène son cofacteur est oxydé par une 
molécule de peroxyde d'hydrogène et puis régénéré en transférant l'oxygène 
attaché à une deuxième molécule de substrat. (VALKO ET AL., 2006) 

7.8. Les antioxydants non-enzymatiques 

7.8.1. Les caroténoïdes: 

Par dégradation, certains caroténoïdes comme le 13- carotène sert de précurseurs 
à la vitamine A dont le rôle est primordial dans la perception visuelle. La plupart 
des caroténoïdes et vitamine A interagissent avec l'oxygène singulet et peuvent 
ainsi empêcher l'oxydation de plusieurs substrats biologiques dont les acides 
gras polyinsaturés. 

Une déficience majeure en vitamine A ou rétinol est rare et ne s'observe que 
pour des valeurs inférieures à 10 mg/100 ml. Des valeurs basses 
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(<28,6mg/100ml chez l'enfant et <40,1 mg/ 100 ml chez l'adulte) correspondent 
à un risque modéré de déficience en vitamine A (GEY ET AL., 1993) 

7.8.2. La vitamine C: 

La vitamine C ou acide ascorbique n'est pas synthétisée par l'organisme. Sa 
concentration plasmatique dépend fortement de l'alimentation et des 
modifications du flux hépatique. C'est un excellent piégeur des EOA qui peut 
protéger divers substrats biologiques (protéines, acides gras, ADN) de 
l'oxydation. Aux concentrations physiologiques, la vitamine C est capable 
d'empêcher l'oxydation des LDL produite par divers systèmes générateurs 
d'EOA (neutrophiles activés, cellules endothéliales activées, myéloperoxydase). 
Lors de son oxydation en acide déhydroascorbique, elle passe par une forme 
radicalaire intermédiaire (radical ascorbyl) qui joue un rôle essentiel dans la 
régénération de la vitamine E oxydée (DEFRAIGNE ET PINCEMAIL , 2008) 

Face à un stress oxydant, la vitamine C sera consommée. Plusieurs études ont 
par ailleurs montré que des valeurs de vitamine C inférieures à 4 rnglmL sont 
associées avec un risque accru de développement de maladies cardiovasculaires 
malgré son caractère très labile, la vitamine C peut se doser en routine 
moyennant un traitement immédiat et approprié de l'échantillon sanguin (GEY 
ET AL .,1993) 

7.8.3. La vitamine E: 

Sous le terme vitamine E est regroupée la famille des tocophérols 
(alpha,beta,gamma,delta). Le caractère hydrophobe de la vitamine E lui permet 
de s'insérer au sein des acides gras de la membrane cellulaire et des 
lipoprotéines où elle joue un rôle protecteur en empêchant la propagation de la 
peroxydation lipidique induite par un stress oxydant. (EL-SOHEMY ET AL., 
2002). 

7.8.4. Le glutathion: 

Il s'agit d'un tripeptide qui joue un rôle à divers niveaux dans la lutte contre le 
stress oxydant. Le glutathion (GSH) peut interagir directement avec les espèces 
oxygénées activées mais il est principalement utilisé comme substrat de la 
glutathion peroxydase qui assure l'élimination des lipides peroxydés. Il joue 
également un rôle clé dans l'expression de gènes codant pour des protéines pro - 
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et anti - inflammatoires . Des concentrations trop basses en GSH conduisent à 
une diminution de la défense immunitaire. (JONES ET AL., 2002). (figurell) 

7.8.5. L'acide urique 

L'acide urique constitue le produit terminal majeur du métabolisme des purines 
chez les primates. Possédant des propriétés antioxydants, il peut interagir avec 
les espèces oxygénées activées, et tout particulièrement avec le radical 
hydroxyle. 

Il apparaît comme étant l'antioxydant plasmatique le plus efficace en terme de 
réactivité avec les ROS. (ALLEVA ET AL., 1997). 

7.8.6. Le CoEnzyme Q10 

L'ubiquinone ou CoQI O est bien connu pour son rôle vital dans la production 
d'énergie au niveau de la mitochondrie. Le CoQlO, principalement sous sa 
forme réduite ubiquinol 10 ou CoQJOH2, possède aussi des propriétés 
antioxydantes intéressantes puisque, tout comme la vitamine E, il est capable 
d'inhiber la peroxydation lipidique (ERNSTER ET DALINER, 1995) 

7.8.7. Les oligo-éléments 

-Le sélénium 

Cet oligo-élément n'est pas en tant que tel un antioxydant mais il participe au 
processus de défense contre les ROS comme co-facteur de la glutathion 
peroxydase. (CESARINI, 2004) 

Plusieurs grandes études ont montré que des concentrations sériques en sélénium 
inférieures à 45 - 50 tgIL, sont associées avec l'apparition de pathologies 
coronariennes. (PINCEMAIL, 2004) 

Le sélénium est un cofacteur de divers enzyme à activité antioydante. 
(DEFRAIGNE ET PINCEMAIL ,2008) 
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Figure! 1: Mode d'action des enzymes antioxydante (GEY ET AL., 1993) 
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-Le cuivre: 

Cet oligo-élément est un des co-facteurs essentiels de la SOD. Toutefois, au 
même titre que le fer, il joue, en tant que métal dit de transition, un rôle 
important dans le déclenchement des réactions conduisant à la formation 
d'espèces oxygénées activées. 

Une concentration trop élevée en cuivre pourra donc refléter la présence d'un 
stress oxydant. (PINCEMAIL, 2004 ;DEFRAIGNE ET PINCEMAIL , 2008) 

Plusieurs études ont montré une augmentation du taux sérique en cuivre au cours 
du processus de vieillissement. (DEL-CORSO ET AL., 2000 ; BERGER, 
2006) 

La concentration normale plasmatique du cuivre est de 0.7 à I .4mg/l. 

-Le zinc: 

Cet oligo-élément est un des co-facteurs essentiels de la SOD. La prise de zinc 
conduit à long terme à l'induction de protéines antioxydantes comme les 
métal lothioneines. Le zinc protège également les groupements thiols des 
protéines. Le zinc peut inhiber partiellement les réactions de formation 
d'espèces oxygénées induites par le fer ou le cuivre. (PINCEMAIL, 2004 
;DEFRAINGUE ET PINCEMAIL, 2004) A ce titre, l'analyse du rapport 
sanguin cuivre/zinc peut donner des indications intéressantes sur l'état de stress 
oxydant d'un individu. (BERGER, 2006) 

7.9. Facteurs contribuant à augmenter le stress oxydant: 

Un stress oxydant se définira comme étant un déséquilibre de la balance entre 
les antioxydants et les pro-oxydants en faveur de ces derniers. In vivo, plusieurs 
systèmes biochimiques peuvent être à l'origine d'une production accrue d'EOA. 
L'altération de la chaîne de transport des électrons dans la mitochondrie est une 
première cause de l'augmentation du stress oxydant (SIES H., 1991). 

Ce phénomène se produit lors du processus du vieillissement ou de toute 
situation caractérisée par un phénomène d'ischémie - reperfusion (e.g. la 
transplantation d'organes). L'activation des globules blancs est également une 
source très importante de production d'EOA. Sous l'action d'agents étrangers, 
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ces cellules passent d'un état quiescent à un état activé, ce qui se traduit par une 
augmentation de 400% de la consommation en oxygène. (WASSMANN ET 
AL.,2002) 

Divers systèmes enzymatiques transforment la quasi-totalité de l'oxygène en 
ROS qui peut alors s'attaquer à des tissus sains : c'est le phénomène de 
l'inflammation. (BONNEFONT-ROUSSELOT ET AL., 2003). 

8. Marqueurs du stress oxydant et pathologie cardiovasculaire 

Les maladies coronariennes représentent la principale cause de décès dans les 
pays industrialisés (environ 30 à 50%). Les manifestations les plus importantes 
des maladies coronariennes sont l'angine, l'infarctus du myocarde, l'insuffisance 
cardiaque chronique conséquente et la mort subite. (PINK SHEET, 1995) 

La maladie coronarienne qui se manifeste cliniquement est une maladie qui a 
atteint son apogée et qui tient ses origines dans un athérome sous-clinique 
présent depuis une longue période de temps. (HENDERSON, 1996). 

Comme le stress oxydant est impliqué dans la physiopathologie de 
l'athérosclérose et des syndromes coronaires aigus, on comprend l'intérêt à 
développer des marqueurs spécifiques, sensibles, fiables et d'exécution 
analytique aisée. Le stress oxydant peut être évalué par la mesure des radicaux 
libres, des systèmes antioxydants, enzymatiques ou non, et des dommages créés 
par l'attaque des radicaux libres sur les lipides, les protéines et les acides 
nucléiques. (LEFER ET AL., 2000). 
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Chapitre 2 : matériels et 
méthodes 



1. Population étudié 

Ce travail a été réalisé dans le laboratoire de physiologie, physiopathologie et 

biochimie de la nutrition (PPÀBIONUT) faculté des scienses de la nature et de la vie; 

de la terre et de l'univers, Université Abou Bekr Belkaid, Tlemcen. 

Notre étude est réalisée auprès d'une population de 10 hommes atteints du syndrome 

coronarien recrutés au niveau du service de cardiologie CHU de Tlemcen et de 13 

hommes sains 

Caractéristique Témoins cas 

Effectifs 13 10 

Age 39,30±8,74 67,33±12,14 

Poids (kg) 75,23±9,59 65,9 1±8,38 

Taille (m) 1,75±0,04 1,71±0,09 

IMC (kg/m2) 24,74±3,16 22,42±2,42 

Tabagisme(%) / 46 

HTA(%) / 33 

IDM(%) / 58 

DT2(%) / 42 

Alcool(%) / 50 

Tableau 1: caractéristique de la population étudié 

Chaque valeur représente la moyenne ± l'erreur standard. La comparaison des 

moyennes entre patients et témoins est effectuée par le test «t» de student 

IMC: indice de masse corporelle= poids (kg)/taille (m) 2  

HTA: hypertension artérielle 

AVC: accident vasculaire cérébrale 

DT2 diabète de type 2 
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2. Les prélèvements sanguins: 

Les prélèvements sanguins se font le matin à jeun sur la veine du pli du coude. Sur 

tubes anti coagulant (EDTA) et des tubes secs, tous les tubes sont étiqueté et 

répertoriés de manière précise. , puis centrifugés à 3000 tours/ min pendant 15 min. Le 

plasma ou le sérum conservé pour le dosage des marqueurs du statut 

oxydant/antioxydant. 

Le culot est récupéré, lysé avec 9 volumes d'eau distillée glacée puis incubé pendant 

15 min au réfrigérateur (2-8°C). Celui-ci est ensuite centrifugé à 4000 tours pendant 15 

min afin d'éliminer les débris cellulaires. Le surnageant récupéré constitue le lysat 

érythrocytaire qui servira pour le dosage des marqueurs érythrocytaires du statut 

oxydant/antioxydant. Le dosage de la vitamine C se fait le jour même du prélèvement. 

Les échantillons ont été stockés au congélateur pendant un temps très court, ne 

dépassant pas un mois, afin d'éviter la dégradation des protéines et des lipides. 

3. Détermination du statut oxydant / antioxydant 

3.1. Dosage de la vitamine C (JACOTA ET DANI, 1982): 

La vitamine C plasmatique est dosée en utilisant le réactif de Folin et une gamme 

étalon d'acide ascorbique. Après précipitation des protéines plasmatiques par l'acide 

trichioroacétique (TCA) et centrifugation, le surnageant est incubé en présence du 

réactif de coloration folin ciocalteau dilué. La vitamine C présente dans le plasma 

réduit le réactif de folin donnant une coloration jaune. L'intensité de la coloration 

obtenue est proportionnelle à la concentration en vitamine C à une longueur d'onde de 

769 nm présente dans l'échantillon. La concentration est déterminée à partir de courbe 

étalon obtenu grâce à une solution d'acide ascorbique. 
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3.2. Détermination de l'activité de la catalase (AEBI, 1974): 

Cette activité enzymatique est mesurée par l'analyse spectrophotométrique du taux de 

la décomposition du peroxyde d'hydrogène. En présence de la catalase, la 

décomposition du peroxyde d'hydrogène conduit à une diminution de l'absorption de 

la solution de H 202 en fonction du temps. Le milieu réactionnel contient 1m! de 

surnageant (lysat dilué au 1/50 ou sérum), 1 ml d'11 202, et 1m! de tampon phosphate 

(50mmol/1, pH 7,0). Après incubation de 5 mm, 1 ml du réactif titanium oxyde sulfate 

(TiOSO4) ( 1,7 g dans 500 ml d'11 2 SO4  2N) est ajouté. La lecture se fait à 420 nm. Les 

concentrations du H 202  restant sont déterminées à partir d'une gamme étalon de H202 

avec le tampon phosphate et le réactif (TiOSO 4) de façon à obtenir dans le milieu 

réactionnel des concentrations de 0,5 à 2 mmol/I. 

Le calcul d'une unité d'activité enzymatique est: 

A= log AI- log A2. 

Al est la concentration de H202 de départ 

A2 est la concentration de H202 après incubation (au bout de 5 mm) L'activité 

spécifique est exprimée en U/g Fib ou en U/ml. 

3.3. Dosage du Malondialdéhyde (DRAPER ET AL., 1990): 

Le malondialdéhyde (MDA) érythrocytaire et sérique représente le marqueur le plus 

utilisé en peroxydation lipidique, notamment par la simplicité et la sensibilité de la 

méthode de dosage. Après traitement par l'acide à chaud, les aldéhydes réagissent avec 

l'acide thiobarbiturique (TBA) pour former un produit de condensation 

chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA. 

L'absorption intense de ce chromogène se fait à une longueur d'onde de 532 nm. La 

concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d'extinction du complexe 

MDA-'I'BA(a= 1,56x 105 mol-1 .l.cm-1 à532nm). 
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3.4. Dosage du Peroxynitrite selon la méthode de (BECKMAN ET AL. 1992) citée 

par (VAN UFFELEN ET AL. 1998) 

La détermination du taux de péroxynitrite se fait au niveau du sérum. La nitration du 

phénol par le peroxynitrite est mesurée au spectrophotomètre à 412 m 

4. ANALYSE STATISTIQUE: 

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne ± écart type. Après analyse de la 

variance, la comparaison des moyennes entre témoins et coronarien est réalisée par le 

test « t » de Student pour les différents paramètres. Les différences sont considérées 

significatives à 

* P < 0,1 significative, très significatives à ** P < 0,Olet hautement significative 

***p< O ,OOl 

Tous les calculs sont réalisés grâce à un logiciel STATISTICA, version 4.1 

(STATSOFT, TULSA, OK). 
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Chapitre 3 : résultats et 
interprétations 



1. Les caractéristiques de la population 

Les caractéristiques de la population étudiée sont donner dans le tableau I , les 

résultats obtenus; montrent qui n'existe aucune différence significative concernant 

l'âge, la taille, l'indice de la masse corporelle (IMC) et le poids(tableau 1) 

2. Statut oxydant! antioxydant 

2.1. Teneurs en vitamine C: 

Concernent les teneuses plasmatique en vitamine C les résultats montrent que le taux 

reste inchangé chez les coronariens par rapport aux témoins. 

2.2. L'activité enzymatique de la catalase 

La teneur de l'enzyme de la catalase plasmatique montrent que le taux reste inchangé 

chez les coronariens par rapport aux témoins. Par contre les teneurs enzymatiques de la 

catalase érythrocytaire montrent une diminution significative chez les patients 

coronariens par rapport aux témoins. 

2.3. Teneur plasmatique et érythrocytaire en MDA 

Les teneurs en MDA plasmatique montrent une augmentation significative chez les 

patients coronariens comparées aux témoins. Par contre les teneurs en MDA 

érythrocytaire restent inchangé chez les coronariens par rapport aux témoins. 

2.4. Teneur en péroxynitrite 

Les teneurs en péroxyniotrite sont augmentées chez les patients coronariens de 

manière très significative par rapport à celre obtenues chez les témoins 
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Figure 12 : le teneur plasmatique de la vitamine C chez les coronariens et les témoins 

Différence significative *p<  0,1 

Différence très significative **p < 0,01 

Différence hautement significative ***p < 0..001 

Chaque moyenne représentent la moyenne ± l'erreur standard. 

La comparaison des témoins est effectuée par le test «t» de student 
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Figure 13 teneur plasmatique de l'enzyme catalase chez les coronariens et les témoins 

Différence significative *p<  0,1 

Différence très significative **p < 0,01 

Différence hautement significative ***p < 0,001 

Chaque moyenne représentent la moyenne ± l'erreur standard. 

La comparaison des témoins est effectuée par le test «t» de student 
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Figure 14 : teneur érythrocytaire de l'enzyme catalase chez les coronariens et témoins 

Différence significative *p<  0,1 

Différence très significative * *p < 0,01 

Différence hautement significative ***p  <0001 

Chaque moyenne représentent la moyenne ± l'erreur standard. 

La comparaison des témoins est effectuée par le test «t» de student 
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Figure 15 teneur plasmatique de MDA chez les coronariens et les témoins 

Différence significative *p<  0,1 

Différence très significative **p < 0,01 

Différence hautement significative ***p < 0,001 

Chaque moyenne représentent la moyenne ± l'erreur standard. 

La comparaison des témoins est effectuée par le test «t » de student 
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Figure 16 : teneur érythrocytaire de MDA chez les coronariens et les témoins 

Différence significative *p<  0,1 

Différence très significative * *p <0,01 

Différence hautement significative ***p<0,001 

Chaque moyenne représentent la moyenne ± l'erreur standard. 

La comparaison des témoins est effectuée par le test « t» de student 
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Figure 17 teneur du péroxynitrite chez les coronariens et les témoins 

Différence significative *p<  0,1 

Différence très significative **p  <0,01 

Différence hautement significative ***p < 0,001 

Chaque moyenne représentent la moyenne ± l'erreur standard. 

La comparaison des témoins est effectuée par le test «t» de student 
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Chapitre 4 : Discussion 



Les maladies cardiovasculaires constituent un ensemble de troubles affectant le coeur 

et les vaisseaux sanguins (BOUNHOURE ET AL., 2007) 

Elle résulte des complications de l'athérosclérose, maladie chronique multifactorielle 

elle commence par la rétention de lipoprotéines oxydées dans la parois artérielle et 

accompagnée d'un état inflammatoire, d'un stress oxydant et d'un dysfonctionnement 

de l'endothélium vasculaire (NAKBI ET AL., 2011) 

Les principales manifestations cliniques de l'athérosclérose sont l'infarctus du 

myocarde et les attaques cardiaques d'origine ischémique (QUILICI ET AL., 1999) 

La coronaropathie est une maladie dont l'incident est très élever dans le maghreb 

(AOUBA ET AL., 2008). Les facteurs de risque de cette pathologie sont multiples les 

connus sont l'hypercholestérolémie, le tabac, HTA, le diabète et d'autre facteurs 

génétiques ou environnemental et aussi l'alimentation. (GINON ET FOUET, 2000) ; 

Le stress oxydant est responsable de lésions directes de molécules biologiques 

(oxydation de l'ADN, des protéines, des lipides, des glucides), mais aussi de lésions 

secondaires dues au caractère cytotoxique et mutagène des produits libérés, 

notamment lors de l'oxydation des lipides. Ces produits se lient à l'ADN, formant des 

aduits responsables de mutagenèse et carcinogenèse. Ils peuvent aussi se lier avec des 

protéines devenant responsables de la formation d'auto-anticorps caractéristiques du 

vieillissement. D'autre part, le potentiel redox des cellules servant à contrôler 

l'expression d'un grand nombre de gènes par l'intermédiaire de facteurs de 

transcription, on assiste, lors de ces modifications anormales, à la surexpression ou à 

l'inhibition d'un nombre important de fonctions biochimiques. Ces anomalies de 

fonctionnement des gènes sont responsables, selon la dose de radicaux, d'une fibrose, 

d'une inhibition de la prolifération cellulaire, d'une apoptose ou d'une nécrose. 

Certaines cellules, comme les lymphocytes, les cellules bêta de Langerhans ou certains 

neurones, sont particulièrement sensibles au stress oxydant. 

Le stress oxydant est donc la cause initiale de plusieurs maladies : cancer, cataracte, 

sclérose latérale amyotrophique, vieillissement accéléré. Il est un des facteurs de la 


