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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le diabete communément appelé diabéte sucré est une maladie métabolique qui se
traduit par une augmentation chronique du taux de glucose (sucre) dans le sang
(hyperglycémie) (Annik et al., 2012), et qui produit des dommages & long terme avec
plusieurs complications. Cette hyperglycémie chronique est source d’un stress oxydant, qui
est défini comme un déséquilibre entre especes pro-oxydantes et antioxydants en faveur des
premiéres (Fang et al., 2002). Le stress oxydant va participer au dysfonctionnement cellulaire
et favoriser le développement de pathol ogies associées au diabéte (Johansen et al.,2005).

Plusieurs modeles ont été explorés pour I’étude du stress oxydant. Ces modéles
comportent I’utilisation des animaux, d’organes isolés, de la culture cellulaire ou encore des
cellules isolées. Le globule rouge est une cellule anucléée entourée d’une membrane
cytoplasmique, dont le composant principal est I'hémoglobine. Ce dernier assure le transport
de I’oxygeéne vers tous les tissus de lI'organisme (Ribeil, 2010). Ces propriétés rendent le
globule rouge un excellent modéle d’étude du stress oxydant (Fruehauf and Meyskens,
2007). En effet, il présente un avantage pour son accessibilité et sa facilité d’emploi (Arbos et
al., 2008).

L’objectif de ce présent travail consiste a mettre en évidence les mécanismes
d’amplification du stress oxydatif induit par I’hyperglycémie chronique au niveau des
globules rouges en utilisant la co-incubation de sérum des personnes diabétiques avec les

hématies.

Notre approche vise a évaluer I’effet oxydant des sérums sur |les globules rouges par la
mesure de la concentration cellulaire, I’évaluation du stress oxydant a travers le dosage des
produits de la peroxydation lipidique et la mise en évidence de I’oxydation et la dénaturation
de I’hémoglobine par le sérum des diabétiques. Nous visons particulierement la mesure de ces

paramétres a I’intérieur du globule rouge.

]



Synthese bibliographique




Chapitrel:

DIABETE




Chapitre [ : Diabete

l. Diabéte

1. Définition

Le diabéte sucré est une maadie chronique caractérisée par une hyperglycémie
pathologique. A long terme, ce sont les complications qui font la gravité de la maladie.
(Perlemuter et al., 2000). Selon I'OMS, le diabete est un groupe de troubles métaboliques, et
endocriniens multiples résultant d’un disfonctionnement de la sécrétion d’insuline ou une
sensibilité réduite des tissu a l'insuline, les deux conduisant & un métabolisme atéré des

hydrates de carbone, des lipides et des protéines (Bading Taika et al., 2018).

2. Classification

La classification du diabete a longuement été revue et révisée depuis sa premiere
classification en 1979. Finalement, I’ Association Américaine du diabéte (ADA) a proposé de
nouveaux critéres de diagnostic ainsi qu’une nouvelle classification selon laquelle le diabéte

est primaire ou secondaire.

2.1. Lesdiabétesprimaires

Les diabétes primaires sont classés en 3 types : le diabéte du type 1 (environ 5 a 10%de la
population diabétique), le diabete du type 2 (90 a 95%) et |e diabéte gestationnel.

2.1.1. Lediabetedetypel

Autrement appelé diabete maigre, juvénile ou encore insulinodépendant, il s’agit d’une
destruction des cellules B du pancréas qui abouti a la disparition progressive et finalement
guasi-compléte de la sécrétion de I’insuline. Par conséquent, le taux de sucre dans le sang
s’éleve au-dessus du taux normal qui est de 1,26 g/L (La Mutualité Socialiste-Solidaris,
2011).

2.1.2. Lediabéte detype?2

Autrefois appel € diabéte non insulino-dépendant est liée a I’insulino-résistance périphérique ,
a I’insulinopénie ou a I’association des deux dernier a des degrés divers. Ce type de diabéte
est le résultat des facteurs génétiques, dont I’expression dépend de facteurs de
I’environnement, il s’accompagne comme le diabéte de type 1 d’un risque de complications

microvasculaires et rénales, mais sa gravité tient surtout a la survenue de complications
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cardiovasculaires, ces derniéres sont la principale cause de déces des patients diabétiques de
type 2 (Bush et Pignet, 2001).

2.1.3. L e diabéte gestationnel

Le diabéte gestationnel est défini comme une intolérance au glucose qui  découvert au cour de
la grossesse quel que soit le terme et quel que soit son devenir apres I’accouchement. Ce type
de diabete survient surtout pendant le 2e ou 3e trimestre de la grossesse ou les besoins en
insuline sont beaucoup plus importants qu’en temps normal. De plus, certains facteurs tels que
les hormones de croissance et placentaires diminuent I’action de I’insuline (Landon et al.,
2009).

2.2. Lesdiabétes secondaires

Les autres types de diabétes sont souvent appelés diabétes specifiques, puisqu’ils sont liés a
une cause bien définie. Ces causes peuvent étre de nature génétique, comme le diabéte

MODY (Maturity Onset Diabetes Of the Young), et affecter la fonction des cellules
pancréatique. Le diabete secondaire peut aussi découlé de I’évolution d’une autre maladie,
tels que lesmaladies endocrines (Syndrome de Cushing, hyperthyroidie), les maadies du
pancréas (pancréatite, cancer du pancréas) et les maladies du foie (cirrhose, hépatite C).
Certains médicaments comme les corticoides peuvent aussi induire ce type de diabéte
(Stumvoll et al., 2005).

3. Complications du diabete

Le diabete conduit fréquemment a I’apparition de deux sortes de complications aigués et

chroniques.

3.1. Complicationsaigues

3.1.1. Hypoglycémie

Est une concentration en glucose dans le sang anormalement basse ; elle est définit par une

valeur inferieur a 3,3 mmol/L
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Les hypoglycémies ont plusieurs ordres de causes ; tels que des erreurs de régime alimentaire

et du traitement ou un traumatisme sont souvent en cause (Ardigo et Philippe, 2008).
3.1.2. L’Acidose lactique

C’est un accident métabolique rare et grave ou un trouble de I’équilibre acido-basique
corporel, due a un exces de lactates. Il s’observe surtout chez des sujets ageés traités par les

biguanides et/ou atteints d’insuffisance rénale, hépatique ou cardiaque (Orban, 2006)
3.1.3. L e coma hyperosmolaire

Est d( a une perte hydrique ou hyperglycémie prolongé suffisante pour entrainer une
déshydratation et insuffisance rénale fonctionnelle qui provoque une éévation importante du

seuil rénale du glucose (M enon et Ribeiro, 2012).

3.2. Lescomplications chroniques

Genéralement ces complications sont liées a I’hyperglycémie chronique et aux
facteurs derisque cardio-vasculaires associés ainsi que des dommages al'oell (rétinopathie),
les reins(néphropathie),les nerfs périphériques (neuropathie), et les vaisseaux
sanguins(athérosclérose)(Stratton et al., 2001).

3.2.1. Microangiopathie

La microangiopathie diabétique résulte de la glycation des protéines des capillaires
aboutissant a leur fragilité, une augmentation de perméabilité ou aleur occlusion (Vichova et
al., 2009).
3.2.2. Neur opathie

C’est la complication la plus fréquente, caractérisée par une atteinte du systeme nerveux

périphérique c’est a dire des nerfs monteur et sensitifs des membres (Gourdi et al.,2011).

3.23. Rétinopathie
Cette pathologie correspond a une atteinte de la microcircul ation rétinienne et
Choroidienne due al'hyperglycémie chronique. La rétinopathie diabétique vient en deuxiéme
position aprés la neuropathie diabétique, elle est présente chez 90 % des diabétiques apres 20
ans d’évolution d’un diabete déséquilibré (Fong et al., 2004).
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3.2.4. Neéphropathie

La néphropathie diabétique est une complication fréquente et dangereuse du diabete.
Elle touche environ 40% des personnes diabétiques. La néphropathie résulte d'un
épaississement de la membrane glomérulaire associé a une atteinte des arteres afférentes, qui

vont perturber la fonction de filtration du rein. (Grosset al., 2005).

3.2.5. L a Macroangiopathie diabétique
Il s’agit de complications macrovasculaires ; constituent les maladies cardiagues
(cceur), l'accident vasculaire cérébral AVC (cerveau) et les maladies artérielles périphérique
(pieds et autres)
La macroangiopathie s’aggrave quand le diabéte est associ€ a une hypertension artérielle

et une dys-lipidémie (Auberval, 2010).
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Il :Stress oxydatif

1. Définition

Le stress oxydatif est un déséquilibre de la balance pro oxydants /antioxydants en faveur des
premiers (Bonnefont-Rousselot, 2004) qui entraine des dommages oxydatifs de I’ensemble
des congtituants cellulaires: les lipides avec altérations des membranes celulaires, les
protéines avec I’altération des récepteurs et des enzymes, les acides nucléiques avec un risque
de mutation et de cancérisation (Gueye, 2007;Ser gent et al., 2000). Ce désequilibre provient,
soit d’une production exagérée d’agents oxydants (radicaux libres et ROS), soit d’une

altération des mécanismes de défense (Pelletier et al., 2004).

Espéces antioxydantes:
Neutralisent les radicaux libres

Espéces pro-oxydantes:
Générent des radicaux libres

\ I

Stress oxydant

Figurel: Le stress oxydant induit par un désequilibre entre pro-oxydant et systéme
antioxydant(Bonnefont-Roussel ot,2004)

2. Lesprincipaux radicaux libres

La réactivité chimique des radicaux libres est variable selon la molécule considérée, mais
pour la plupart ce sont des puissants oxydants et dans la majorité ce sont des dérivées de
I'oxygéne, d’ou le nom despeces réactives de l'oxygéne (ROS en anglais : radical
oxygenespecies) (Gar desetal.,2003).

Il ne faut pas penser que tous les radicaux de |'oxygene sont extrémement réactifs, cette
réactivité éant tres variable selon la nature du radical. Ainsi parmi les radicaux formés chez
les étres vivants, |'anion radicalaire superoxyde (Oz2) et le monoxyde d'azote (NO) ne sont pas

tres réactifs, mais constituent des précurseurs d'autres especes plus réactives (Favier, 2003).

]
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Il existe trois principales familles des radicaux libres, il s’agit des formes réactives de
I’oxygeéne (Reactiveoxygenspecies (ROY)), des oxydants chlorés
(ChlorideReactiveSpecies(RCIS)) (Morena etal., 2002) et d’autres especes radicalaires
comportent de I’azote et sont appelées les espéces azotées actives. Dont elles sont dérivées du
monoxyde d’azote (NO) viales systemes enzymatiques (I’oxyde nitrique synthase ou NOS en
anglais : nitrique oxide synthase). Le monoxyde d’azote (NO) est synthétisé a partir d’une
molécule d’oxygene et d’un atome d’azote obtenu de I’acide aminé L-arginine, en réaction
avec I’oxygene ou I’anion superoxyde (02), le NO peut former respectivement le dioxyde
d’azote (NO2) et I’anion peroxynitrite (ONOQ) qui sont plus réactifs (M ar nettet al, 2003).

Tableau |l : les espéces réactives de I’oxygéne (ERO) (Sies et al, 2017).

Espéces réactives de I’oxygene (ROS)

Radical Non-radical

Superoxyde O2

Hydroxyl OH Peroxyde d’hydrogéne H202
Peroxyl ROz Acide hypo-chlorure HOCI
Alkoxyl RO Ozone O3

Hydroperoxyl HO2 Oxygene singulet O-

3. Formation des dériveés actifs de I’oxygene

Le déséquilibre entre espéces pro-oxydantes et anti oxydantes peut avoir une origine
endogeéne, di a un dysfonctionnement des sources de production de ROS ou de leur systéme
d’élimination. Les radicaux libres endogenes sont produits de la chaine respiratoire
mitochondrialel'inflammation, I'exercice excessif, I’ischémie, l'infection, le cancer et le
vieillissement, ou une origine exogene liée le plus souvent a une mauvaise hygiéne de vie.
Parmi les sources exogenes, on peut citer le tabagisme, I’alcool ou la consommation d’huiles

oxydées ains que des agents physiques tels que les UV, la chaleur ou certains polluants.

De plus certain métaux tels que le cuivre ou le fer, lorsqu’ils sont apportés en exces
peuvent générer des ROS (Birben et al, 2012)
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Figure 2 : Principaux sites cellulaires de productions des ERO (Sekli, 2011)

4. Lesciblesdesradicaux libres

L accumulation des ERO dans les cellules contribue a des Iésions de divers composants, y
compris les acides nucléques(Dekaet al.,2011), les protéines (Squier ,2001) et les lipides, et
auss des lésions secondaires dues au fonction cytotoxique et mutagene des métabolites

libérés notamment lors de peroxydation lipidique (Michel et al., 2008).

41. Dommage de I’ADN

L’ADN est une cible privilégiée pour les ERO, I’ADN mitochondriale (ADN mt) est
plus exposé a cette oxydation que I’ADN nucléaire (ADNN) du fait qu’il est a proximité de la
chaine respiratoire mitochondriale génératrice des ERO avec 2 a 3 fois plus de bases oxydées
au niveau de I’ADNmt qu’au niveau de I’ADNN. Cette interaction induit des cassures mono et
double brin de I’ADN, I’oxydation des bases, des interactions protéines-ADN, laformation de
sites abasiques et d’adduits intra-caténaires(Cadet etal., 2002).
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4.2.  Oxydation desprotéines

Les ERO peuvent entrainer I’oxydation les acides amines présents dans les protéines et
généralement les acides aminés aromatiqueset ceux qui présentent des groupes sulfhydryle ou
méthionine,cette oxydation provoque leur modification, fragmentation de la chaine
peptidique, agrégation de produits d’interaction protéines-ERO, modification des charges
électriques, perte des fonctions enzymatiques, modifications de la structure protéique, et des
interactions proténe-protéine (Sieset al, 2017). Les proténes modifiées par oxydation

deviennent beaucoup plus sensibles al'action des protéases (Barnoudet al.,2007).

4.3. Peroxydation lipidique

L’oxydation des lipides membranaires et cellulaires, appelé peroxydation lipidique est un
phénomeéne qui abouti a la formation de diférents dérivés lipidiques par oxydation des acides
gras polyinsatureés, présents dans les phospholipides, qui sont la cible privilégiée du radical
hydroxyle, induisant des altérations de la fluidité et de la perméabilité membranaire, un
dysfonctionnement de nombreux récepteurs, enzymes et transporteurs membranaires (Sies et
al ., 2017).

5. Défenses anti-oxydantes
Les antioxydants sont des substances qui peuvent protéger les cellules des dégats causéspar

des radicaux libres. Les antioxydants interagissent et stabilisent des radicaux libres etpeuvent
empécher leur dégéts (Shindeet al, 2012).

Les antioxydants existent dans les cellules vivantes, soit  enzymatique (le
superoxydedismutase, le glutathion peroxydase et la catalase) ou non-enzymatique (comme le
glutathion et I’acide urique) comme des boueurs de ROS, pour empécher les dégats oxydatifs
des membranes biologiques. A coté de ces antioxydants trouvés dans les cellules il y a les
antioxydants naturels existent dans les légumes et la majeure partie d'entre eux incluant la

vitamine A, lavitamine C, lavitamine E et |les caroténoides (Pieme et al, 2017).
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L’hyperglycémie génere des espéces réactives de l’oxygene qui sont responsables des
dommages de I’ADN, des protéines et des lipides (Evans et al, 2003).

La toxicité du glucose conduit a la formation des ROS par plusieurs mécanismes: le
phénomeéne d’auto-oxydation du glucose, la voie des polyols, lavoie delaPKC et laglycation
des protéines avec formation des produits avancés de fin de glycation (AGEs) (Benhamou,
1991).

1. L’auto-oxydation du glucose

L’auto-oxydation du glucose a été décrite par Wolff et Dean (1987). Le glucose dans sa
forme linéaire (projection de Fischer) posséde une fonction aldéhyde et une fonction

hydroxyle adjacente en équilibre avec laforme ene-diol .

) H H OH
N’ N
H-—JC—O[-] %—OH
HO—C—H HO—C—H
—_——

H—C—OH H—C—OH
H—C—OH H—C—O0H

H,0H H;OH
Glucose 1,2-Ene-diol

Figure 3 : Représentation selon la projection de Fischer du glucose et de sa forme ene-diol
(Thornalley et al, 1999).

C’est sous cette derniére forme que le glucose est capable de s’oxyder en présence de métaux
de transition, aboutissant a la formation d’un radical anionique ene-diol. Ce radical peut
ensuite réagir avec I’oxygeéne pour libérer des anions superoxydes. Au cours de cette réaction,
il y a formation d’a-cétoaldéhyde, qui peut réagir avec des métaux de transition vialaréaction

Fenton pour former des radicaux hydroxyles tres réactifs (Wolff et al, 1991).

2. Lavoiedespolyols

A I’état de normo glycémie, le glucose est transformé par I’hexokinase en glucose-6-
phosphate pour rejoindre la glycolyse et la voie des pentoses phosphates. Cependant, en
présence d’un exces de glucose, I’hexokinase est saturée (Gonzalez et al, 1984). Le glucose,

de ce fait, s’accumule dans les tissus périphériques et active la voie des polyols.
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Dans cette voie, le glucose est reduit en sorbitol par I’aldose réductase, qui n’est activée qu’en
présence d’une hyperglycémie, car elle posséde une faible affinité pour le glucose (King et
Brownlee, 1996). Laréaction alieu en présence du cofacteur NADPH, H+ issu de lavoie des
pentoses phosphates. Le sorbitol est ensuite oxydé en fructose en presence de NAD+ par le
sorbitol déshydrogénase. Le sorbitol, qui ne peut pas franchir la membrane plasmique,
s’accumule dans la cellule, et augmente la pression osmotique, entrainant une hyperosmolarité
intracellulaire (Burg, 1995). La production accrue de fructose par cette voie peut également
stimuler laformation des AGEs gréce au plus grand pouvoir réducteur du fructose par rapport
au glucose (Suarez et al, 1988).

L’activation de cette voie peut avoir des effets déléteres (Brownlee, 2001). La principae
conséguence est la modification du statut redox intracellulaire résultant de la déplétion
intracellulaire de NADPH, H+, au détriment du fonctionnement de nombreuses enzymes
antioxydants comme la glutathion-réductase, I’ascorbate-réductase et la NOS qui utilisent ce
cofacteur (Bravi et al, 1997). Cette baisse de cofacteur augmente la sensibilité de lacellule au

stress oxydant (Brownlee, 2005).
3. LavoiedelaPKC

Une hyperactivité de la protéine kinase C au cours du diabéte dans de nombreux tissus est une
des hypotheses avancées (King et Brownlee, 1996). L hyperglycémie induit une synthése
accrue de diacylglycérol (DAG) a partir des intermédiaires de la glycolyse (Xia et al, 2006).
L’augmentation de I’activité de I’enzyme induit une augmentation de I’expression des géenes
néfastes pour la cellule et au contraire, diminue celle des génes bénéfiques (Brownlee, 2005).
L’activation de la PKC va entrainer I’augmentation de la production d’especes réactives de

I’oxygene (ROS) par I’augmentation de I’activité NADPH oxydase (Banerjee et al., 2013)
4. Laglycosylation non enzymatique ou glycation

Un autre role cytotoxique du glucose concerne la glycation lente non enzymatique des
protéines (Brownlee et Cerami, 1981), C’est une réaction covalente qui attache, sans
I’intervention d’enzyme, des résidus glucose aux NH2 libres des protéines ou d’un acide
aminé, le plus souvent une lysine, ce qui permet la formation d’une base de Schiff qui se
réarrange en produit d’Amadori. Cette réaction est treés dépendante du temps d’exposition au
sucre et de la concentration de celui-ci. La formation de ces composés est réversible
(Brownlee et al, 1984). Par la suite, les produits d’Amadori se dégradent irréversiblement en




Chapitrelll : Diabéte et stress oxydatif

o-céto-aldéhyde comme le 1 et 3-désoxyglucosone, qui peut encore réagir avec des protéines

pour former des adduits fluorescents appel és produits de Maillard (M onnier, 1989).

Les produits de Maillard sont aussi appelés produits de glycation avancées (AGES) et sont
fortement mutagénes. De plus, ils ne peuvent pas étre détruits car le protéasome ne peut
détruire les protéines glyquées. Ces produits s’accumulent alors dans la cellule et peuvent

entrainer un dysfonctionnement de son métabolisme, finissant par engendrer sa mort.

La formation d’AGEs est dépendante des ROS, elle est augmentée par la production de MDA
et par la diminution de GSH réduit (Jain et Palmer, 1997). Une fois formées, Les AGE sont
capables aussi de produire des radicaux libres oxygénés par interaction avec des récepteurs
spécifiques (RAGE) et induire un stress oxydant (Bonnefont-Rousselot, 2004). La glycation
touche des protéines comme I’albumine, les immunoglobulines, le fibrinogéne, le collagéne et
les LDL. La protéine glyquée la plus connue est I’hémoglobine glyquée, HbAlc dont le taux
est utilisé en clinique comme indice du contrdle métabolique de la glycémie (Koenig et al,
1988).

Ces AGE modifient non seulement la fonction de la protéine glyquée mais forment
aussi des agents qui se lient a d’autres protéines, tel le collagéne et autres protéines de la
matrice extracellulaire dont les fonctions se trouvent ainsi altérées avec des conséquences

déléteres sur les tissus vasculaires, cardiaques et rénaux (Dali-Y oucef., 2010).
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IV : Modéles d’étude du stress oxydant

La production des espéces réactives de I’oxygene c’est des processus physiologiques de la
vie de la cellule. Aujourd’hui, il est aussi admit que I’installation du stress oxydatif qui est
responsable a I’apparition d’un grand nombre de maladies qui possédent un caractére
radicalaire, tels que le diabete, I'nypertension, les maladies cardiovasculaires, les pathologies

neuro-dégénératives, les cancers, etc (Del Valle, 2011).

Les scientifiques n’ont cessé de développer de nouveaux modeles d’études qui débutent en
général par un modéle cellulaire afin de mieux comprendre les processus pathol ogiques chez

I'nomme.

1. Modéescdlulaires
1.1. Leglobulerouge

Le stress oxydatif induit par le diabéete provoque des variations importantes qui apparaissent
dans la membrane plasmique des érythrocytes (Sushil et al.,1989)dont : diminution de la
fluidité et la déformabilité(Babu et Singh,2004), augmentation de la teneur en cholestérol
total, de lateneur en phospholipides, du rapport cholestérol / phospholipides, la peroxydation
lipidique, et diminution du nombre de récepteurs al'insuline, les variations de I'activité et des
propriétés enzymatiques (Jana Viskupicova et al.,2015)

Les globules rouges peuvent étre considérés comme des piégeurs mobiles des radicaux libres,
ils peuvent assurer une protection antioxydante non seulement pour eux-mémes mais aussi a
d'autres tissus et organes du corps (Siems et al., 2000). En dépit de posséder un tres puissant
et efficace systéme antioxydant, les érythrocytes sont les plus vulnérables aux phénomeénes
oxydants (Neupane et al., 2008), elles sont constamment sous conditions de stress. Leur réle
physiologique de transporteurs d’oxygéne rend leur environnement cellulaire riche en
oxygene et en hémoglobine (Hb). Au cours de la fixation réversible de I’oxygene, le fer est
maintenu a son état réduit (fer ferreux) (Low et al., 2008). Cependant, des fluctuations
occasionnelles spontanées du centre conformationnel de I’oxyHb permettent a I’eau ou a de
petit anion de pénétrer, aboutissant a un transfert d’électron du fer a I’oxygéne pour produire
lametHb et I’anion superoxyde ( Winterbourn, 1990). La dismutation de I’anion superoxyde
en peroxyde d’hydrogene par la superoxyde dismutase constitue la principale source du
peroxyde d’hydrogéne dans les globules rouges (Low et al., 2008). L’accumulation du

peroxyde d’hydrogene diminue la demi-vie des érythrocytes a cause de la peroxydation des
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phospholipides membranaires mais aussi par |’oxydation de [I’hémoglobine en
méthémoglobine (Neupane et al., 2008), laquelle contient du fer a I'éat ferrique oxydé,
incapable de fixer I'oxygene(L ow et al., 2008).

1.2.L.’hémoglobine

L’hémoglobine (Hb) est I’'une des protéines héminiques la plus spécialisée et la plus
répondue, plus de 95% des protéines du cytoplasme des hématies est représenté par I’Hb
(Cimen, 2008). Les globules rouges contiennent des teneurs trés importantes de NO dans la
circulation du fait de leur quantité élevée en Hb. L’OxyHb convertit le NO en nitrate, ou le
HbFe** se lie au NO pour former le HbFe**NO. Les jonctions intercellulaires de
I’endothélium permettent le passage de la molécule Hb vers I’espace extravasculaire. En
quittant la circulation, la molécule Hb tetramérique agit comme un piégeur efficace a I’égard
du NO.La forte concentration intra-érythrocytaire en Hb fait que le fer ferreux de I'Hb soit
exposé a des concentrations élevées en oxygene de fagon continue , ainsi, un taux faible
d’auto-oxydations peut produire d’importantes quantités de ROS; des réductions
occasionnelles de 1’0, en O,” s’accompagnent par I’oxydation de I’Hb en metHb. D’autre
part, I’auto-oxydation de I’OxyHb donne la metHb ainsi que I’O," qui se dismute en H,O,
(Giulivi & Daviess, 1990).




Partie expérimentale
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Ce travail consiste a mettre en évidence le potentiel oxydant résultant de la maladie
diabétique. Dans notre approche, nous avons eu recours a I’utilisation des globules rouges
comme modele d’étude, dans le but d’évaluer les dommages oxydants sur la membrane
lipidique est aussi sur I’intérieur de la cellule. Pour évaluer ces effets aprés incubation de
globules rouges seins avec des sérums de diabétiques, nous avons mesurer la turbidité
cellulaire (concentration cellulaire), I’hémoglobine libérée (concentration de I’Hb
extracellulaire) et I’hémoglobine oxydée a I’intérieur de la cellule, tout en mesurant le niveau
du stress oxydatif. Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire associé en écosystemes

marins et aquacoles a I’Université Abderrahmane Mirade Bejaia.

1. Matériel
1.1.Matériel biologique
1.1.1. Sérumsdesdiabétiques

La collecte des prélévements sanguins et des données de cette étude est réalisée a la Maison

du Diabétique (Beau S§our) de Béjaia, et au niveau de laboratoire d’analyses médicales de

Bgaa

Les informations concernant les malades ont été récoltées dans le service informatique avec :
» Informations générales (sexe, age, type de diabete, complications et autres

pathol ogies associées comme les mal adies cardiaques, maladies vasculaire).
» Bilan biochimique (le taux d’hémoglobine glyquée Hbalc).

L es prélevements sanguins sont effectués au niveau du laboratoire de la maison du diabétique
pour le taux d’hémoglobine glyquée tout les 3mois. Les échantillons collectés conditionnés a
froid dans une glaciére sont acheminés au laboratoire de I’université le plus tot possible pour
effectuer la séparation des sérums. La classification de chaque échantillon est effectuée en
fonction de 1I’hémoglobine glyquée en 3 classes: HBalc faible (HBalc entre 6 et 7), modérée

(autour de 8) et élevée (supérieur al1l).

1.1.2. Globulesrouges sains
Nous avons utilisé des échantillons de sang veineux périphérique qui ont été prélevés sur des
donneurs non-fumeurs sains recueillis sur poches d’héparinate de lithium au niveau du centre

de transfusion sanguine.

&
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1.2.Matériel consommable et produits chimiques
Lors de notre travail au laboratoire nous avons utilisé des eppendorfs de 1 et 2 ml, des
embouts, des gants, une seringue et aiguille, des tubes a essai en verre, des tubes a hémolyse,
du papier absorbant, des béchers, une pissette, une spatule, un baromagnétique, des portoirs,
un thermométre et des cuves de 1ml.
Les réactifs chimiques utilisés dans cette étude sont : chlorure de sodium (NaCl a 0,9%)
(Sigma-Aldrich ; St. Louis, MO, USA), 2,2-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride
(AAPH) (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA), acide éthylene diamine tétraacétique EDTA
(Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, USA), acide trichloroacétique (TCA) (Sigma-Aldrich ; St.
Louis, MO, USA), acide thiobarbiturique (TBA) (Sigma-Aldrich ; St. Louis, MO, USA),
hydroxyde de sodium (NaOH) (Sigma-Aldrich ; St. Louis, MO, USA), peroxyde d’hydrogéne
(H205) (Alpha Omegalabs), I’huile & immersion et I’eau distillé.

1.3.Appareillages

Les différents appareilles utilisées sont données dans e tableau 3 :

Tableau 3 : tableau regroupant les appareils utilisés lors de I’expérimentation.

Apparell Firme

Balance de précision OHAUS (0.001-210g) g : gramme
Agitateur magnétique VELP SCIENTIFICA

Bain-marie thermostaté BUNSEN

Spectrophotométre UV-Visible SHIMATZU (UK)

Centrifugette non réfrigérer ALC CENTRIFUGETTE 4206
Centrifugeuse réfrigérer Eppendorf centrifuge 5702 R
Vortex mixeur VELP SCIENTIFICA

Microscope Optique LABOVISION

Micropipette DRAGON LAB (100-1000ul ; 10-100ul)
Etuve Ecocell MMMgroup

Réfrigérateur Condor

&
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2. METHODES
2.1.Etude de I’effet oxydant de sérums de diabétiques sur I’oxydation et

la dénaturation de I’hémoglobine
C’est un test utilisant I’Hb comme molécule indicatrice de I’état oxydatif (Oprea, 2006) pour
envisager |’effet oxydant de sérum des diabétiques sur I’Hb qui se traduit par une dénaturation

et une modification de sa conformation spatiale.

2.1.1. La préparation des sérums des diabétiques
Les échantillons sont centrifugés a 3000 rpm pendant 10 pour la séparation des cellules, sous
forme de culot, et du plasma comme surnagent. Les surnagent sont récoltés, identifiés avec

des codes et congelés a 4°.

2.1.2. Prélévement et préparation du I’Hb
Les tests a I’hémoglobine ont été réalisés avec du sang humain frais prélevé dans des
pochettes contenant de I’héparinate de lithium par un personnel médical. Le sang est ensuite
centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min a4°C ou il y aura séparation de ses constituants et la
formation de 3 couches (les globules rouges, une fine couche blanche qui contient les
plaguettes et les leucocytes, et le plasma) ; ses deux derniéres sont soigneusement éiminés
par pipetage et le volume ainsi évacué est remplacé par un méme volume d’une solution
isotonique (NaCl a 0,9%) afin de garder I’équilibre osmotique des érythrocytes (Awad et al.,
2008).
2.1.3. Protocole de la dénaturation et de I’oxydation de I’Hb
Un prélévement de 100 I de sang isotonique est mis en contact avec 500 ul de I’eau
distillée pour provoquer une lyse totale des GRs et libérer I’Hb intracellulaire dans le but
d’obtenir une solution de I’Hb préte a étre testée avec les différents échantillons. Une quantité
de la solution de I’Hb préparée est repartie sur une série de tubes composés de NaCl a 0,9%
qui est considéré comme témoin négatif, alors que le H,O, 250 mM est utilisé comme témoin
positif et le reste des tubes est réservé pour les serums des diabétiques.
Apreés la répartition de I’Hb sur les tubes, I’ajout de solutions préparées est effectué
comme suit :
Le témoin négatif contient un volume (ul) de I’Hb avec 9 volumes (ul) de NaCl (0 ,9%).

Letémoin positif contient un volume (pl) de I’Hb avec 9 volumes (ul) de H2O, (50 mM).
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L es tubes des sérums des diabétiques contiennent un volume (ul) de I’Hb avec 9 volumes (ul)
de sérums des diabétiques avec différents valeurs de HbA 1c (faible, modéré et élevé).
L’Hb est ensuite incubée a 37°C pendant 2H ou 24H, puis une lecture au

spectrophotomeétre est réalisée a une longueur d’onde de 412 nm pour mesurer le degré de
dénaturation de I’Hb ou la diminution de I’intensité de I’absorbance révele son degré

d’oxydation (Oprea, 2006).

Lavage des érythrocytes (2 a 3 fois)
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Figure5: Protocole de dénaturation et d’oxydation d’hémoglobine (Oprea, 2006) avec
modification.
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2.2.Etude de la cytotoxicité membranaire de sérum des diabétiques sur
les globules rouges humains

2.2.1. Préévement et preéparation du sang
Le protocole employé pour la préparation des hématies est décrit dans le paragraphe 2.1.2.
La solution est délicatement homogénéisee pour éviter I’éclatement des cellules et obtenir un sang

isotonique a partir duquel une solution de sang a 20% d’hématocrite est préparée.

2.2.2. Etude de I’effet oxydant

Le principe de la méthode consiste a co-incuber les hématies avec les sérums des
personnes diabétiques, et a déterminer la concentration cellulaire, I’Hb libérée et I’Hb
intracellulaire, et cela par un dosage par spectrophotométrie UV-visible (figure 6) (Aad et al.,
2012, Rizvi et Pandey, 2010, Tsuchiyaet d., 2002).

2.2.2.1. Test deturbiditécelulaire
Lestubes aanalyser ont été préparés a partir du sang isotonique a 20% d’hématocrite.
Dans chaque tube un volume (ul) de sang isotonique était mis avec 9 volumes (ul) de serums
aHbA1c élevée, modérée et faible. Pour le témoin négatif le méme volume de NaCl a0,9% a
été gjouté ala place de sérum et un volume de H202 a été gjouté pour le témoin positif.
Tous les tubes sont incubés a 37°C pendant 24h ou 48h. Une lecture a 620 nm est effectuée
pour évaluer la concentration cellulaire (turbidité cellulaire) et chaque échantillon est ensuite

centrifugé (4000 rpm/10 min) pour récupérer le surnageant et doser son hémoglobine libérée.

2.2.2.2. Test dedosage de I’lhémoglobine libérée
Aprés lalecture a 620 nm, une centrifugation est effectuée a 4000 rpm pendant 10 min, le
surnagent de chague tube est récupéré. Deux lectures au spectrophotomeétre sont réalisées, une a
540 nm pour le test d’hémolyse et I’autre a 412 nm pour le dosage de I’Hb libérée (Oprea, 2006).
Apres récupération de surnagent de chaque tube, 1*hémoglobine libérée a été dosée par
spectrophotométrie a412 nm (Girish et al., 2012).

2.2.2.3. Dosage de I’hémoglobine intracellulaire
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Apreés avoir évalué I*hémoglobine libérée, cette derniere est éliminée et le culot
cellulaire (hématies intactes) est complétement lysé par I‘ajout de I‘eau distillée pour la
libération de I‘hémoglobine intracellulaire (Fig. 11), qui est ensuite mesurée par

spectrophotométrie 2412 nm (Mitrofan-Oprea et al., 2007).

2.2.2.4. Dosage de I’hémoglobine intracellulaire oxydée

Apres le dosage d’hémoglobine intracellulaire, une lecture a 540 nm est effectuée pour

I’évaluation de I’Hb intracellulaire oxydée.
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Lavage des érythrocytes (2 a 3 fois)
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Figure 6. Protocole expérimental d'étude du potentiel oxydatif des sé&rums des
diabétiques sur les globules rouges. (Aad et al., 2012, Rizvi and Pandey, 2010, Tsuchiya et
a., 2002).avec modification.
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2.2.3. Etude mor phologique

Une observation microscopique en paralele aux tests susmentionnés vise a étudier les
changements morphologiques des globules rouges dans les différentes conditions testées. Pour
cela des volumes de 15 pl ont été prélevés sur des échantillons traités avec les serums avec Hbalc

élevé ains que des hématies de témoin négatif. Il est ains possible de comparer la forme des

hématies par champ microscopique

2.2.4. Evaluation dela peroxydation lipidique

L’évaluation de la peroxydation lipidique est mise en place aprés le test de turbidité pour
mettre en évidence le mode d’action des sérums sur la membrane phospholipidique des GRs
et illustrer les modifications et les changements induits. En effet la peroxydation lipidique est
un bon indicateur de la formation des radicaux libres acteurs du stress oxydant. Les acides
gras polyinsaturés des membranes cellulaires sont les cibles principales des EROs.

Lamembrane des GRs est composée de lipides polyinsaturés qui réagissent avec les EROs
et conduisent en premier lieu a la formation des hydroperoxydes, apres une cascade de
réaction forment des composés carbonylés trés réactifs « les MDAs ». Ces derniers
représentent le résultat de la dégradation des lipides membranaires, ou ils sont considérés

comme marqueurs d’une peroxydation lipidique (Michel et al., 2008).

Test TBARS (substances réactives a I’acide thiobarbiturique)

Le dosage des substances réagissant avec I’acide thiobarbiturique (TBARS) est largement
utilisé pour évaluer I’état oxydatif de la membrane cytoplasmique (la présence d’une
peroxydation lipidique). Il se déroule sous conditions acides, a une température avoisinant les
90-100 C° (Devasagayam et al., 2003). Le principe de la méhode consiste a démontrer la
présence des MDAs par TBA ou deux molécules de cette derniére se lient avec une molécule
de MDA pour donner des chromophores de couleur rose absorbés au spectrophotomeétre a

une longueur d’onde de 535 nm (Devasagayam et al., 2003).

L’utilisation de I’AAPH comme témoin positif est di a son fort potentiel cytotoxique

connu sur les membranes phospholipidiques des cellules (Ghibu et al., 2009).
Apres la préparation d’un sang isotonique a 20% d’hématocrite, une série de tube qui se
compose de témoin négatif, de témoin positif et des sérums des diabétiques est réalisée et qui

comporte:
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% Unvolume (ul) de sang isotonique avec 9 volumes (ul) de NaCl a20,9%.

+ Un volume (ul) de sang isotonique avec 9 volumes (ul) d’AAPH.

+« Un volume (ul) de sang isotonique avec 9 volumes (ul) de sérum des diabétiques a

Hbalc faible, modérée et € evée.

Ensuite une incubation est réalisée pendant 48 h a 37°C. Une déproténisation de la
suspension obtenue est effectuee par I’ajout de I’acide trichloracétique (TCA) a 30% puis
incubée a 0°C pendant 2 h, suivie d’une centrifugation a 3000 rpm pendant 10 minutes a 4°C.
A un volume du surnageant a été gjouté un volume (pl) d’acide thiobarbiturique (TBA) a 1%
(dissous dans 0,05 mol/l de NaOH), et d’EDTA (0,1 mol/l) et chauffé a 95-100 °C pendant 15
min suivi d’un refroidissement. L absorbance de la solution obtenue a été mesurée a 535 nm

(figure 7).
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Figure7 : Protocole expérimentale de la peroxydation lipidique (Devasagayam et al.,
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2.3.Analyse statistique

Toutes les expériences réalisées dans le présent travail ont été répétées trois fois.
L’analyse statistique a été effectuée par un logiciel de traitement des donnés (Statview), dont
les variables sont les absorbances des échantillons, (les concentrations de Hb ,de globules
rouges et des MDA).

&
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| RESULTATS

I.1. Résultats de I’étude sur I’hémoglobine

Dans la présente étude, I’hémoglobine a été utilisée comme modéle pour étudier le
dommage oxydatif induit par les sérums des diabétiques.

I.1.1. Etude de I’oxydation de I’hémoglobine par les sérums des diabétiques

1 A i -_- B

L B HbAlce
| Hbadicf
- [ HeAlcm
T

- D TP

Taux B
d’hémoglobine 1

temps d'incubation

Taux
d’hémoglobine

0 5

Temps d’incubation

Figure 8: La concentration en hémoglobine aprés 2h et 24h d’incubation. (A)-TN:
Témoin négatif (sans traitement) : NaCl a0,9% ; TP : témoin positif H,O,, échantillons avec
sérums des diabétiques HbA1c et13 ; HbA1lc f+ 6,5 ; HbAlc mt8. (B)-D : , échantillons avec
sérums des diabétiques, TP : témoin positif H,O;,
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Sur lafigure 8, il apparait trés clairement que la concentration initiale de 1'hémoglobine
est réduite apres 2h d‘incubation et plus significativement aprés 24h (figure 8 (A)).
Toutefois, cette diminution varie en fonction des échantillons éudiés. En effet, les
echantillons avec les serums des diabétiques et surtout ceux qui contiennent I’ HbAlc élevee
augmente la dénaturation de I*“Hb du fait de la réeduction importante de la concentration apres
24h d’incubation, cette dénaturation est plus importante par rapport a I’oxydation par H,O,

(témoin positif) aprés 24h d’incubation. (Figure 8 (B))
I.2. Résultats de I’étude sur les globulesrouges

Dans la présente étude, I’hémolyse oxydative in vitro des érythrocytes humains a été
utilisée comme modée pour étudier le dommage oxydatif des membranes biologiques induit

par la génération de radicaux libres par le sérum des personne diabétiques.

B HBA1ICE
Concentration . B HBA1cF
cellulaire B HBA1cM
3 TN
T

Temps d’incubation

Figure 9: la turbidité cdlulaire aprés 24 et 48h d’incubation, des différents
échantillons étudiés sous I’effet de différent taux d’ HbAlc. HbAlc ex13; HbAlcf£ 6,5;
HbA1lc m+8 et sous I’action du peroxyde d’hydrogene (H2O,a50mM). TN : Témoin négatif
(sanstraitement) : NaCl a0,9% ; TP : témoin positif H,0,

La figure 9 montre les valeurs des concentrations cellulaires (érythrocytes) dans les
echantillons témoins (témoin négatif et témoin positif) et les échantillons de test (HbA1c

élevée, modérée et faible).
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Il apparait sur cette figure que les valeurs de la concentration cellulaire du sang témoin
négatif (n’ayant pas subi d’oxydation) restent largement supérieures par rapport au témoin
positif (H2O,) et des différents échantillons étudiés aprés 24h et 48h d’incubation. Le sang du
témoin positif ainsi que le sang des échantillons avec les sérums des diabétiques, présente les

concentrations cellulaires les plus faibles.

Il apparait aussi que les concentrations cellulaires dans I’échantillon avec HbAlc élevé sont

inférieures par rapport aux échantillons ayant une HbA 1c faible et modérée.
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FigurelO : I’hémoglobine libérée aprés 24 et 48h d’incubation, correspondant aux
différents échantillons éudiés sous I’effet de différent taux d’ HbAlc. HbAlc et13;
HbAlc f+ 6,5; HbAlc m+8 et sous I’action du peroxyde d’hydrogene (H.O,a50mM). TN :
Témoin négatif (sanstraitement) : NaCl a0.9% ; TP : témoin positif H,O,

La figure 10 montre les valeurs de I’hemoglobine libérée qui évoluent a I’inverse des
concentrations cellulaires, le sang de témoin positif ainsi que le sang des échantillons avec les
sérums des diabétiques, surtout avec une de HbA 1c élevée, présente les valeurs d’Hb libérée

les plus importants par rapport au témoin négatif, notamment apres 48h d’incubation.
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Figure 11: Phémoglobine intracellulaire aprés 24 et 48h d’incubation, correspondant
aux différents échantillons éudiés sous I’effet de différent taux d’ HbAlc. HbAlc et13;
HbAlc f+ 6,5; HbAlc m+8 et sous I’action du peroxyde d’hydrogéne (H,O, a 50mM). TN :

Témoin négatif (sanstraitement) : NaCl a0,9% ; TP : témoin positif H,O-

Sur la figure 11 nous pouvons constater que les concentrations intracellulaires en Hb sont
corrélées positivement avec les valeurs de la turbidité cellulaire avec diminution de la
concentration en Hb intracellulaire pour le témoin positif et les échantillons traités avec les
sérums des diabétiques aprés 48H d’incubation. Cette diminution est clairement observée
dans les échantillons ayant un taux d’HbAlc élevée. Les échantillons ayant un taux fiable ou
modeéré toujours diminuent de maniére assez proche.
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Figure 12: apres 24 et 48h d’incubation, correspondant aux différents échantillons
étudiés sous I’effet de différent taux d’ HbAlc. HbAlc et13; HbAlc f+ 6,5; HbAlcm+8
et sous I’action du peroxyde d’hydrogene (H.O, a 50mM). TN : Témoin négatif (sans
traitement) : NaCl 40,9% ; TP : témoin positif H,O,.

La figure 12 montre les valeurs de I’hémoglobine intracellulaire oxydée (la
méthémoglobine). Nous pouvons observer une augmentation de la concentration en
méthémoglobine pour le témoin négatif et les serums des diabétiques. Aprés 24H, on peut
observer une diminution de I’Hb intracellulaire oxydée (cas de sérum a HbAlc élevé) due
probablement a la libération de ces derniers par la lyse célulaire. Il est noté auss une
concentration trop faible de I’Hb intracellulaire oxydée pour les échantillons du témoin positif
due a une forte hémolyse et qui se traduit par une faible concentration cellulaire (figure 9).
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Résultats d’étude morphologique

Parallelement aux résultats du dosage d’hémoglobine et de turbidité cellulaire nous
avons suivi dans cette étude la morphologie des globules rouges par une observation
mi croscopique.
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Figurel3 : images représentatives de la morphologie des globules rouge, (A) témoin négatif ; GR
avec NaCl 0,9% ; (B) GR incuber avec HbA1lc élevée
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Les résultats montrent une morphologie cellulaire atérée avec la présence de
granulation prés de la membrane cytoplasmique des globules rouges (corps de Heinz ) pour
les échantillons avec taux d’HbALc élevé en comparaison avec les globules rouges du témoin

negatif qui apparaissent de forme et detaille normales (figurel3).
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Figure 14 : la concentration des MDA aprés 48h d’incubation, correspondant aux
différents échantillons étudiés sous I’effet de déférent taux d” HbAlc. HbAlc et13; HbAlc
f£ 6,5; HbA1cm+8 et sous I’action du AAPH (AAPH a 50mM). TN : Témoin négatif (sans
traitement) : NaCl a0,9% ; TP : témoin positif AAPH.

L’effet oxydant des sérums des diabétiques sur la membrane célulaire des globules
rouges a été réevélé par la mesure de la concentration du marqueur de peroxydation lipidique
MDA via le test de TBARS. La figure 14 montre que la concentration de MDA est
importante dans les échantillons des sérums des diabétiques apres 48H d’incubation

comparativement au témoin positif qui contient de I’AAPH comme molécule oxydant.

A I’inverse dans le témoin négatif on observe une concentration faible des MDA.
Ceci démontre la production d’une peroxydation lipidique causee par la génération des ERO

par les sérums des diabétiques. Nous pouvons voir qu‘en fonction de la concentration, les
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serums avec une HbA1c éevée produit plus les MDA suivi par les sérums ayant HbAlc

modéré et faible.

.  DISCUSSION

Le stress oxydatif décrit I'existence de produits appelés radicaux libres et espéces
réactives de |'oxygene (ROS) qui se forment dans des conditions physiologiques normales
mais qui deviennent déléteres lorsquiils ne sont pas éeints par les systemes antioxydants
(Fang et al.,2002). Il existe des preuves expérimentales et cliniques convaincantes que la
production d'espéces réactives de I'oxygene est augmentée dans les deux types de diabéte et
gue |'apparition du diabéte est étroitement associée au stress oxydatif (Johansen et al.,2005).
Les radicaux libres sont formés de fagon disproportionnée dans le diabéte par |'autoxydation
du glucose, la voie des polyols et |a glycation non enzymatique des protéines (Obrosova et
al.,2002). Des niveaux anormaement élevés de radicaux libres et le déclin simultané des
systemes de défense antioxydants peuvent entrainer des dommages aux organites et enzymes
cellulaires, une augmentation de la peroxydation lipidique et le développement de
complications du diabete sucré (Maritim et al.,2003).

L'hyperglycémie est considérée comme le principa facteur dans le développement de
complications cliniques chroniques de diabete sucré. Certains des principaux changements
produits dans les érythrocytes sont la glycation de I'hémoglobine et des protéines
membranaires (Pretorius et al.,2015).

Les complications microvasculaires et macrovasculaires sont les plus fréguentes qui
causent la morbidité et la mortalité. L’un des facteurs contribuant a ces complications
potentielles est I’anomalie dans les propriétés physiques et biologiques des cellules sanguines
(Pretorius et al.,2015). Les anomalies de I’hyperglycémie, peuvent perturber I’architecture et
les fonctions des globules rouges a I’échelle moléculaire. L’hyperglycémie a des multiples
effets sur les globules rouges, ¢’est notamment la glycation de I’hémoglobine, la réduction de
la déformabilité et de la durée de vie (Bandeira et al.,2012). Des études antérieures ont
montré que certains phospholipides sont modifiés dans les érythrocytes des patients
diabétiques. Ces altérations se traduisent par I’agrégation des érythrocytes, qui est un facteur
de risque indépendant dans |le dével oppement des complications vasculaires chez les patients
diabétiques (Pretorius et al.,2015).

Les érythrocytes étant les plus vulnérables a |‘oxydation a cause de leurs contenus
riches en acides gras polyinsaturés, leurs environnements saturés en oxygene moléculaire,
ains que la présence de métaux de transition tels que le fer et le cuivre, des lors, ces cellules
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participent dans le statut oxydatif du sang total (Cimen, 2008). Le globule rouge, par sa
structure et sa fonction, reste donc un modéle d‘étude cellulaire intéressant car sa structure est
simple et sa fonction de transport de I‘oxygéne et de véhicule de 1'hémoglobine I‘expose
particulierement aux attagues radicalaires (Antonelou et al., 2010).

Il a ainsi été démontré que I’hyperglycémie induit une érythrocytotoxicité par des
dommages considérables sur la membrane, a travers le dosage des MDA, Varashree et
Gopalakrishna (2011), ont prouvé que la peroxydation des lipides chez le diabétique était
significativement plus élevée que ceux d’un groupe témoin de personnes non diabétiques.
Les concentrations des MDA dans les érythrocytes ont été déterminées dans les érythrocytes
prélevés chez |es personnes atteintes de diabéte sucré (groupe expé&rimental) et des individus
sains normaux (groupe témoin) (Varashree et Gopalakrishna Bhat, 2011).

Malgré la prévalence de I’anémie liée au diabéte et la connaissance de ses
conséguences, tres peu de recherches ont été menées sur les mécanismes physiopathol ogiques
et moléculaires sous jacents de I’anémie chez les patients diabétiques. En conséquence, la
corrélation entre I’anémie ou autre perturbations hématologiques chez les patients diabétiques
restent encore moins connues (T shikongo et al.,2016).

Cependant, I’effet oxydant de sérums des diabétiques sur les GRs, par contact direct
gui conduit a une hémolyse a travers une peroxydation lipidigue de la membrane
érythrocytaire, la libération de I’Hb et la formation de méthémoglobine n’a jamais été
abordée dans lalittérature.

Ce travail consistant a I’étude de I’effet oxydant de sérums des diabétiques sur les
érythrocytes, dont I’objectif majeur est de démontrer leur toxicité a I’intérieur de la cellule
(agissant directement sur les GRs) pouvant induire ainsi cliniqguement une anémie et une
amplification du stress oxydatif. Nous avons opté dans notre démarche pour I’utilisation des
GRs du fait qu’ils sont dépourvus de noyaux, facilitant ainsi nos conclusions sur I’action de
I’hyperglycémie sur les membranes cellulaires et aussi sur I’intérieur de la cellule. Pour cela,
I’effet oxydant a été déterminé d’une part par la dénaturation de I’hémoglobine; d’une autre
part par la mesure de I’intégrité membranaire et cela par le dosage de I’Hb libérée, la mesure
de la turbidité cellulaire, le dosage de I’Hb intracellulaire et par le dosage de la
méthémoglobine intracellulaire. Notre étude a dévoilé que les s&rums des diabétiques
provoquent une dénaturation de 1I’némoglobine ainsi qu’une diminution de la concentration
cellulaire des GRs et une hémolyse cellulaire importante qui dépend du taux de I’hémoglobine
glyquée, et donc de I’état d’équilibre du diabéte. En paralléle, nous avons compl été ce test par

une observation microscopique de la morphologie des GRs pour visualiser les modifications
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et les changements au niveau membranaires et cellulaire induites par les s&rums des
diabétiques.

Nous avons ains relevé un changement remarquable dans les GRs incubés avec les
sérums des diabétiques qui est justifié par une détérioration de leurs membranes ainsi que la
présence des corps de Heinz pres de la membrane comparativement aux GRs du témoin
négatif. Les corps de Heinz sont des agrégats d’hémoglobine précipitée qui résultent de
dommages oxydatifs al'hémoglobine (fenneteau, 2000).

Une étude réalisée par Parisa Sadighara sur les GRs, a montré que l'interaction des
ROS avec I'némoglobine peut la dénaturer. L'hémoglobine dénaturée peut former des agrégats
qui se lient & la membrane cellulaire pour former des inclusions appelées corps de Heinz.
L'augmentation du taux d'oxydation entraine une augmentation du nombre de corps de Heinz.
(Parisa Sadighara, 2009).

Afin d’identifier le mode d’action de ces sérums, nous avons utilisé test a I’Hb qui
consiste a mettre en contact les sérums des diabétiques avec cette molécule. Les résultats de
ce test montrent que le degré de I’oxydation de I’Hb dépond de taux d’hémoglobine glyquée.
Pour mieux comprendre I’effet oxydant des sérums des diabétiques, nous avons utilisé un
test qui indique le degré de peroxydation lipidique des membranes des GRs. Nous avons
constaté un potentiel oxydant des sérums des personnes diabétiques sur la membrane
(cytotoxicité membranaire), cela explique I’oxydation des acides gras polyinsaturés via les
ERO produits par I’hyperglycémie chronique. Ce qui conduit finalement & une lyse
membranaire libérant ainsi, les constituants cellulaires des GRs.

Nos résultats démontrent que, les sérums des diabétiques, ont provoquée lors du contact
direct avec les GRs in vitro une forte hémolyse ainsi qu’une diminution de la concentration
cellulaire par rapport au témoin négatif. Cet effet, est expliqué par une peroxydation lipidique
illustrée par un taux élevé en MDA. Ce phénomeéne se traduit cliniquement par I’apparition
d’une anémie (Tshikongo et al., 2016).

Il est intéressant de signaler, que le sérum des diabétiques ayant un taux d’HbALc élevée a un
effet oxydant sur I’hémoglobine et sur la membrane lipidique plus important que les sérums
avec HbA1c modérée et faible, cela est justifié par la corrédation positive entre I’HbALc et la
glycémie (Yassin et 1brahim,1981).

Une étude réalisée par Moussa (2008). sur le stress oxydatif chez les diabétiques, a
montré que les patients diabétiques subissent un stress oxydatif important par rapport au

contrble (les patients normoglycémiques). Ceci est encore plus expliqué par la
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méthémoglobine qui est une mesure importante du stress oxydatif chez les patients
diabétiques (M OUSSA,2008). Par ailleurs, nos résultats obtenus par le dosage de I’Hb et la
méthémoglobine intracellulaires, ont démontré un effet de sérums des diabétiques, ayant un
HbAlc élevé, sur I’oxydation de I’Hb en produisant la méthHb (diminution de I’'Hb a
I’intérieur de la cellule et augmentation de methHb). De plus, cette méthémoglobine est
probablement impliquée dans la lyse des globules rouge, en effet, nous avant vu que les temps

de laformation de la méthémoglobine surviennent plutét que lalyse cellulaire.

-
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Conclusion et perspectives

Au terme de ce travail nous avons observé que I’effet des sérums des diabétiques sur
les globules rouges dépend de I’état de I’équilibre de HbAlc, plus I’'HbAlc est élevé plus les

impacts négatifs sont importants.

Nous avons constatés que le sérum des diabétiques entraine la lyse cellulaire, ce qui
fait diminuer la turbidité cellulaire et augmente I’Hb libérée, nous avons surtout montré que
chez les diabétiques il y’a un impact a I’intérieur méme du globule rouge avant la lyse
cellulaire par I’exacerbation des phénomenes oxydatifs notamment [’oxydation de
I’hémoglobine en méthémoglobine qui serait probablement le facteur principal dans la lyse

cellulaire.

A I’avenir, nous préconisons d’élargir notre étude en mettons en ceuvre I’impact des
sérums des diabétiques sur I’ensemble des constituants du sang. Ainsi, a la lumiére de ces
résultats, d’autres perspectives intéressantes méritent d’étre explorées dans le futur. Des
études pourraient étre développées sur les globules rouges comme une cellule oxydante dans

des modéles de co-culture cdllulaires.

Des études pourraient étre menées pour trouver des antioxydants qui permettront
d’assurer une meilleure protection des globules rouge pour prévenir les complications. Cette

approche nous conduira a minimiser leurs dégats oxydatifs et leurs perturbations.
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ANNEXE 1:

Tableau |V : les déférent taux d’HbALc des échantillons utilisés lors des expérimentations.

HbAlc faible (%) HbA1c modérée HbAlc élevée (%)

Test du la (%)

dénaturation de 6.1 75 10.8

’'hémoglobine ' ’ '
6,3 81 11,3
6,2 8 12
6,3 8 12,2

Test de la turbidité

cellulaire 611 8.2 118
6,5 8,3 12,3
6,2 8,3 15

Testde la 6 8 12,2

peroxydation

lipidique 6,4 8,2 11,8
58 8,3 12,3




RESUME

L’objectif du présent travail est d’évaluer I’impact des sérums des diabétiques sur les globules rouges
humains in vitro. La cytotoxicité a été évaluée par la détermination de I’hémolyse par la mesure de la
concentration cellulaire ainsi que le dosage de I’hémoglobine (Hb) libérée et de la méthémoglobine
intracellulaire. Notre étude a dévoilé que ces serums provoquent une diminution de la concentration cellulaire
des GRs ainsi qu’une hémolyse cellulaire importante qui dépend des taux I’hémoglobine glyquée. Le test de I’'Hb
a révélé une oxydation remarquable de I’Hb. Le test qui indique le degré de la peroxydation lipidique a révélé
que I’effet oxydant des sérums de diabétiques est dii a un état de stress oxydant survenu sur la membrane qui
s’explique par laformation des malondialdéhydes (MDA) engendré par les espéces réactives de I'oxygéne (ERO)
provenant de I’intérieur de la cellule au cour de I’hyperglycémie chronique. Nous pouvons conclure que chez les
diabétiques il y’a un impact a I’intérieur du globule rouge avant la lyse cellulaire par I’oxydation de

I’hémoglobine en méthémoglobine.
Mots clés: diabéte, stress oxydatif, globules rouges, hémoglobine.

Abstract

The objective of this work is to evaluate the impact of diabetic sera on human red blood cells in vitro.
Cytotoxicity was assessed by determining hemolysis by measuring cell concentration as well as assaying
released hemoglobin (Hb) and intracellular methemoglobin. Our study revealed that these sera cause a decrease
in the cellular concentration of RBCs as well as a significant cellular hemolysis that depends on the glycated
hemoglobin levels. The Hb test revealed remarkable oxidation of Hb. The test, which indicates the degree of
lipid peroxidation, revealed that the oxidative effect of the sera of diabeticsis dueto a state of oxidative stresson
the membrane which is explained by the formation of malondialdehydes (MDA) generated by the reactive
species oxygen (ROS) from within the cell in the midst of chronic hyperglycemia. We can conclude that in
diabetics there is an impact inside the red blood cell before cell lysis by the oxidation of hemoglobin to

methemoglobin.

Keywor ds: diabetes, oxidative stress, red blood cells, hemoglobin
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