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INTRODUCTION

La recherche scientifique et ses retombés ont permis un impressionnant développement de
la technologie. Actuellement les cthcheurs dans tous les domaines disposent de moyens
expérimentaus, des outils et des machines de travail, qui permettent la mesure de plus en plus
précise de paramétres correspondant ¢ des phénoménes naturels de plus en plus petits.

En biologie, science de’la vie, I'utilisation de méthodes expérimentales, particuliérement
physique, est non seulement courantes, nécessaires mais devenu indispensable pour une
meilleurs étude et compréhension du fonctionnement des processus au niveau moléculaire.
L'activité des physiciens autour de thématiques relevant de la biologie et de la médecine a eu
de nombreux bénéfices pratiques, conduisant & des découvertes biologiques importantes pour
la santé et la prospérité future. Les test génétiques, l'amélioration des aliments, l'invention de
nouveaux médicaments, I'étude de I'environnement et I'étude du corps humain sont les aspects
fondamentaux de l'interface physique-biologie (Baker PT 1992; Honig B et al. 1995; Gould
GW 2001; Root DE et al. 2002; Walsh SJ 2004).

Les progrés considérables réalisés en biologie au cours des 50 derniéres années sont dus en
partie & la mise au point de techniques d'analyse performantes basées sur les notions de la
physique. Les développements les plus spectaculaires ont eu lieu dans I'étude des molécules
uniques: les nouvelles techniques de micromanipulations et d'observation permetient de
Jocaliser et de travailler sur une molécule importante de la vie, I'ADN (acide desoxydo-
ribonucléique, base moléculaire du génome (Root DE et al. 2002; Walsh S8J 2004; Kitano H
2002).

Cependant, les notions de la physique touchent d'autres aspects de la biologie, permettant,
par exemple, de quantifier et de conceptualiser la mécanique cellulaire comme la mobilité et
I'adhésion, de modéliser les réactions biochimiques et méme de simuler le fonctionnement
cellulaire (Foren S et al. 1996; Slepchenko BM et al. 2002; Schmalzriedt S et al. 2003). Par
ailleurs, la médecine moderne s'appuie de plus en plus sur les méthodes physiques pour le
diagnostic, le contréle et la prévention des maladies. En effet, 'observation des cellules par
V'intermédiaire des propriétés physiques des molécules et des atomes qui les constituent
permet de comprendre le fonctionnement des cellules, d'étudier les structures atomiques et

moléculaires jouant un réle fonctionnel, d'élucider I'énergétique biologique impliquée dans le
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fonctionnement des organismes et de déceler toute modification pouvant altérer le
fonctionnement cellulaire et par la suite étre a l'origine des malac(iies (Baker PT 1992; Kitano
H 2002; Finter NB 1987).

L'application et le développement des méthodes physiques en m‘édecz'ne moderne ont permis
non seulement la connaissance des différentes maladies mais laussi le développement des
traitements appropriées comme Vaccins, médz‘caments...i (Wooci DJ et al. 1990; Foster JR
2002). ‘
Ainsi, il apparait clairement que la biologie et la médecine moderne se basent sur les
propriétés physico-chimiques des composants molécdlaires de la matiére vivante. Le
développement des technologies de l'exploration du vivant, et la multiplication des moyens de

mesure des systémes biologiques ne sont pas le fait du hasard, mais l'objet d'une réflexion

approfondie basée sur U'évaluation des critéres de qualité des différentes techniques par les
biologistes, les chimistes et les physiciens. Les méthodes physico-chimiques sont ainsi
discutées en fonction de leurs performances propres app lés critéres de fiabilité et
d'efficacité, et en fonction de leurs facilités d'emploi ou critéres de praticabilité dans les
différents laboratoires d'analyse et de recherche (Vassault A 1 99‘1 ; Protocole de validation de
techniques 1983).

La connaissance des caractéristiques des méthodes physifo-chz‘miques est donc une

information tout 4 fait pertinente pour 'évaluation des résultats d'analyse.

Plusieurs méthodes ont fait leur preuve dans le domaine de l'exploration des pathologies

humaines. Parmi elles:

- La centrifugation et ['ultracentrifugation sont des techniques de séparation et de

purification trés puissantes. Les centrifugeuses sont tres couLantes dans les laboratoires,

entrainant les préparations biologiques a des vitesses de plusieurs dizaines a plusieurs

centaines de milliers de tours par seconde, produisant des accélérations de milliers de

gravitation sur les molécules a purifier (John Chapman M et al. 1981; Ingeborg R et al.
\
1986).

- Les méthodes chromatographiques sont destinées a séparer les différents constituanits d'un

mélange regroupent des techniques trés variées dont la CPG (chromatographie en phase

gazeuse), la HPLC (la chromatographie haute performance), méthodes de choix pour

identifier les solutés qualitativement et quantitativement (Narce‘a M et al. 1988; Mdrz W et al.
1993; Zaman Z et al. 1993).

- La spectrophotométrie, méthode optique, basée sur l'absorption et I'émission de la lumiére

par les molécules, est largement utilisée impliquant des appareillages spécifiques. La
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fluorimétrie couvre un large domaine d'études biologiques (Ahluwalia A et al. 2002; Cao G et
al. 1992; Delange RJ et al. 1989; Glazer AN 1988).

- La résonance paramagnétique él%ctronz’que (RPE) est une méthode spectroscopique
permettant la détection et I'étude des substances paramagnétiques, trés utile pour évaluer la
Sluidité des macromolécules et des membranes biologiques (Zschornig O et al. 1993; Bittner

B et al. 2000).

Dans ce travail, nous avons utilisé différentes méthodes physico-chimiques afin de
contribuer & l'amélioration des performances des analyses permettant de comprendre les
altérations métaboliques et cellulaires au cours du diabéte sucré, maladie trés courante en
Algérie. En effet, l'incidence de cette pathologie est de 2 a 4% dou l'intérét du contréle
méthodique des explorations des différentes analyses biologiques permetiant la
compréhension de cette maladie. Nous avons donc procédé a l'utilisation de :

- L'Ultracentrifugation, pour séparer et isoler les lipoprotéines, complexes
macromoléculaires du sérum (isolé du sang humain par centrifugation)

- La CPG pour la détermination de la composition en acides gras (AG) des lipoprotéines et
des membranes de cellules

- La HPLC pour quantifier les vitamines A et E du sérum

- La RPE pour évaluer la fluidité des membranes ;

- La Fluorimétrie pour déterminer le statut antioxydant global au niveau du sérum.

Ces techniques sont choisies parmi celles existantes en fonction du matériel dont dispose les
laboratoires oil ce travail a été réalisé, et en fonction des besoins des biologistes et des
cliniciens avec lesquels nous collaborons dans le cadre d'un projet de recherche sur le
diabéte sucré.

Aprés un rappel bibliographique sur les méthodes physico-chimiques utilisée, les
méthodologies et les résultats de ce travail sont présentés aprés exploitation
multidisciplinaire.

L'objectif essentiel de ce travail est de contribuer a intégrer les connaissances acquises en
physique par l'utilisation des techniques physiques possibles a une bonne compréhension de
la biologie et des maladies humaines, par la maitrise de la méthodologie et de l'esprit de la

démarche scientifique.
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I. LA RESONANCE PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE (RPE)

Application de la RPE a la mesure de la Fluidité d’un milieu Biologique

1. GENERALITES

L’étude de la fluidité, caractéristique principale des milieux biologique, représente une
propriété générale du milieu considéré. Elle exprime la résistance au déplacement moléculaire
dans toutes les directions de ce milieu et fait appel pour sa quantification a des techniques le
plus souvent de nature spectroscopique. Nous nous intéressons ici & la resonance
paramagnétique électronique (RPE), technique de choix pour déterminer les parametres
associés a la fluidité des milieux biologiques.
Le principe repose sur le fait que sous I’action d’un champ magnétique extérieur, le moment
magnétique correspondant aux 2 états de spin d’un électron célibataire, d’une molécule
paramagnétique, peut avoir 2 orientations possibles. Ces 2 états ont des énergies différentes et
une transition entre eux peut étre induite sous I’influence d’une radiation électromagnétique.
L’enregistrement de la dérivée premiére du spectre d’absorption nous renseigne sur la

mobilité de la sonde (molécule paramagnétique analogues incorporé dans le milieu a étudier).

2. LA MEMBRANE CELLULAIRE

Une caractéristique de toutes les cellules est la présence de membranes qui délimitent la
cellule. La membrane biologique constitue une enveloppe mince et continu séparant le milieu
intracellulaire du milieu extracellulaire, a de multiples fonctions : définir la cellule, maintenir
I’intégrité de la cellule, controler les mouvements entrée et sortie des substances dans la
cellule. .. .
Le modéle membranaire en mosaique fluide a été proposé en 1972 par Singer et Nicolson. Il
est défini comme un modéle ou les lipides sont organisés en une bicouche faite de
phospholipides et de cholestérol, dans laquelle les protéines globulaires intrinseques ou
extrinséques flottent telles des icebergs dans une mer d’huile. Beaucoup de protéines

traversent la bicouche et sont des protéines transmembranaires (figure 1).
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Figure 1 : Modéle de membrane plasmigne en mosaique fluide
3. LA FLUIDITE

C’est une propriété de la membrane et des lipoprotéines qui donne la possibilité & un de leur
constituant (lipide ou protéine) de se déplacer au sein de la matrice lipidique.
De par leur composition chimique et leur organisation moléculaire, les lipoprotéines et les
membranes sont des édifices fluides. Leurs différents constituants ont des mouvements divers.
Ce qui met en mouvement le constitnant pent 8tre, soit une énergie thermique (agitation
brownienne), soit un mécanisme actif d’entrainement par des protéines contractiles. Quelque
soit le mécanisme 1’énergie mise en jeux est trés faible et la résistance de la matrice lipidique
au mouvement (viscosité) est trés limitante. En fait le déplacement spontané d’un constituant
membranaire ne peut se faire que dans certaines directions (anisotropie de mouvement) . par
exemple pour les phospholipides, la diffusion dans le plan de la bicouche (diffusion latéral) et
non pas la diffusion d’un feuillet 4 I'autre (diffusion transversale ou flip-flop) ; La diffusion
transversale du cholestérol et de différentes molécules perméantes sont aussi des mouvements
moléculaires possibles et qui requiérent une certaine fluidité.
Les lipides tournes autour de leur axe perpendiculairement au plan de la membrane, les
chaines hydrocarbondes des lipides sont flexibles et caractérisées par un mouvement de
balancier plus ou moins prononcé. Ces mouvements i courte échelle conférent & la membrane

une certaine fluidité. Du fait de cette fluidité, les protéines membranaires peuvent étre
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animées d’une rotation sur elles-mémes. Mais surtout, la fluidité permet des mouvements a
plus longue échelle des lipides et des protéines dans le plan de la membrane : il s’agit de la

diffusion latérale (figure2).

-3
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Divers mouvements
dans une membrane

Figure 2: Les divers mouvements des constituants membranaires

1 Rotation des hipides
2 Mouvement de balancier des chaines hydrocarbonnées

3 Rotation des protéines
4 Diffusion latérale des lipides

5 Diffusion latérale des protéines

Dans un milieu isotrope, homogeéne, la fluidité (ou viscosité, qui est son inverse) a une
signification bien précise. Elle représente une propriété générale du milien qui exprime la
résistance au déplacement dans toutes les directions. Une membrane est un milieu anisotrope,
hétérogene. La résistance au déplacement n’est pas la méme dans toutes les directions. Qui
plus est, dans une direction donnée elie n’est pas la méme en différents endroits de la
membrane. Dans ces conditions, 1a définition de la fluidité membranaire n’est pas simple. Le
plus souvent, elle est opérationnelle : on déte mine dans la membrane anisotrope un paramétre
physique qui n’est relié 3 la fluidité ou a la viscosité de maniére précise que dans un systeme

isotrope homogene.
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Ainsi pour connaftre les possibilités de mouvement des molécules de la membrane on utilise

(=N

es sondes moléculaires qui possédent un groupe rapporteur fluorescent (étude par
polarisation de fluorescence) ou paramagnétique (étude par résonance paramagnétique
électronique, objet de notre méthode utilisé). Ce groupe rapporteur permet de suivre la
position, de la sonde dans I"espace en fonction du temps.

L’intervalle de temps en jeu est le temps pendant lequel la molécule sonde est excitee (temps
&). Pendant cet intervalle de temps le désordre moléculaire s’accumule.
L’orientation moyenne des sondes est mesurée par un paramétre d’ordre. Clest la
désorientation des sondes aprés un intervalle de temps trés court qui nous remseigne sur la

fluidité de la membrane

4, IMPACT DE LA FLUIDITE
1a membrane plasmique (entourant le cellule) contrdle le passage des nutriments (prot ines,
glucides, lipides, eau, oxygéne...) indispensable au métabolisme cellulaire. La perméabilité
est sélective, pour fes grosses molécules Ia membrane posséde des réceptevrs spécifiques
(protéines). Le processus de pénétration des nutriments se fait avec le mouvement des
récepteurs, donc fonction de la fluidité membranaire. Toute altération de la fluidité dérégle le
transport des nutriments et par la sulte le métabolisme cellulaire.
Un fonctionnement cellulaire normal nécessite une fluidité membranaire optimale qui doit
&tre contrdlé. Les perturbations externes (comme la température, e régime alimentaire..) qui
affectent la fluidité des membranes doivent &tre compensées de fagon & maintenir une fluidité
constante. Un défaut dans la compensation de la fluidité est susceptible de provoquer une
altération du fonctionnement des enzymes membranaires {une enzyme est une protéine qui
catalyse une réaction biologique), ou d’induire des perturbations de la liaison ligand
récepteur.
Parmi les nutriments les lipides sont apportés 4 la cellule par les lipoprotéines. Des études
ont moniré que des variations de la fluidité des Hpoprotéines associées & des modifications de
la composition lpidique pourraient contribuer au développement de Vathérosciérose (Tall AR
et al. 1978; Kirchhausen T et al. 1979). Chez I"homme une diminution de la fluidité des LDL a
été observée chez des patients atteints d’une hypercholestérolémie de type la (Da et € et
al, 1950 1991}, Les lipoprotéines LDL 1és riches &

transport du chaiestémi aux différentes cellules.



Comme pour la membrane, pour un bon fonctionnement des lipoprotéines, la fluidité des
lipoprotéines doit étre optimal et controlé.

Lorsque le régime alimentaire est enrichi en acides gras saturés, la fluidité du coeur des
lipoprotéines est diminué (Pownall HJ et al. 1980), et la composition en acides gras des esters
de cholestérol modifi¢ (Shepherd J et al. 1980). Berlin E et al, 1987 ont montré que
’enrichissement du régime en acide linoléique augmente la fluidité des LDL et des HDL
humaines, et que la fluidité de ces particules est dépendante de la teneur en PL et TG,
respectivement. La fluidité est également modulée par la présence d’EC. De méme,
I’enrichissement du régime en acides gras mono insatur_és provoque une augmentation de la
fluidité des HDLs, qui facilite I"efflux du cholestérol cellulaire (Sola R et al., 1993).

5. INTRODUCTION A LA RESONANCE PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE :
La Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) est une méthode spectroscopique
permettant la détection et I’étude des substances paramagnétiques, c’est a dire toutes les
substances contenant un ou plusieurs électrons non appariés. On citera 2 titre d’exemple les
radicaux libres (des molécules extrémement réactives du fait qu’elles possédent un électron
célibataire, c’est a dire un électron libre, non apparié : ions superoxydes (radical O, trés
réactif), hydroxyles (présence de HO), oxygéne singulet), les métaux de transition, les
cristaux imparfaits, les molécules gazeuses paramagnétiques, les états triplets et les électrons
de conduction dans les métaux. Pour étudier la fluidité des membranes biologiques
(Holtzman JL 1984), on applique la technique de sondage (ou spin-labeling) qui consiste a
incorporer une molécule biochimique contenant un radical nitroxyde paramagnétique.
LD’étude de la structure et des mouvements des protéines membranaires est réalisée par la
technique de marquage de spins consistant 3 greffer un radical paramagnétique par une liaison
covalente sur un site stratégique de la protéine. Enfin, la technique de spin-trapping est

utilisée pour le piégeage des molécules paramagnétiques afin de permeitre leur dosage.

6. THEORIE DE LA RPE

Un électron célibataire d’une molécule paramagnétique possdde un moment magnétique. Le
mouvement de I"éleciron est caractérisé par un moment angulaire J qui est la résultanie du
moment angulaire d’orbitale L, ou mouvement de rotation de Ia particule autour du noyau, et
du moment angulaire du spin 8, ou mouvement de la particule sur elle méme ;

§=L+8 ({envecteurs)



Toute particule chargée en rofation sur elle méme crée un champ magnétique local. De plus,

{

comme un dipble magnétique. Ainsi, au moment angulaire du spin électronique est associé un
moment magnétique du spin noté g, et défini par Véquation - Ee=-g.8.5
g = facteur de Landé ou facteur de décomposition speciroscopique

Be= magnéion de Bohr

En absence de champ magnétique externe H, les moments magnétiques des spins sont orientés

au hasard dans Pespace.

7. LES INTERACTIONS DE ZEEMAN

magnéiiques s’orientent paralldlement ou anti-paralldlement 2 H créant ainsi 2 niveaux
d’énergie distincts E ou états de Zeeman (figure 3), '
Ce phénomene est aussi appelé la levée de la dégénérescence du nombre quantique de spin.

L’énergie E de ces niveaux est exprimée par V'équation : E=-p.H

Par substitution de pi. dans I"équation on obtient E=g ge SH
[ PR ‘..1... i - o ilh ME — § i ] o 4 Sk i3 t 3 o o L N
S peut prendre 2 vaieurs qui soni +1/2 ou —1/2 correspondant respectivement 4 une orientation

- moment magnétique par rapport au champ magnétique K.
La différence d’énergie AE existant entre les 2 niveaux est alors définie par: AE=g¢fB. H
A Téquilibre thermique et en présence du champ magnétique H, la répartition des spin

st b T e k1 TR - k 3 ™ 1. .
ciectroniques en 2 populations se falf selon la distribution de Rolizman:

k = constanie de Boltzman

;T =tiempérature absolue
Cette distribution des spins électroniques est modifide lorsque le champ magnétique est

r

couplé & une onde Slectromagndtique de féguence v et Fén ergic AE =hv

A 13

N 1 . N1 . = _ a3l & 3
enirgles 2 nIveaux iie quet AR, = Ry = g Pe i
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L’état de résonance est afieint, la transtiion des spins ¢lectroniques d’un niveau d’énergie
inférieur vers un niveau d’énergie supérieur, et {"inverse, est alors possibie. Les probabilités
de transition des spins d’un niveau inférieur vers un niveau d’énergie supérieur {se traduisant
par une absorption d’¢énergie), ou d’un niveau d’énergie supérieur vers un niveau d’énergie
inférieur (se traduisant par une émission d’énergie) sont identiques.

Cependant, le niveau d’¢énergie inférieur étant le plus peuplé, le résultat global le plus favorisé
est une absorption d’énergie qui se caractérise par un pic de résonance, dont fa dérivée
premiére, correspondant 4 une raie de résonance est présentée sur les specires de RPE (figure
3). D’aprés Péquation AE=hv=gB.H, VPétat de résonance est dépendant de la

fréquence des radiations Slectromagnétiques ou de Uintensité du champ magnétique H,

8. RELAXATION ET SATURATION

La relaxation du systéme correspond 3 un maintien de la population d’électrons entre les
différents niveaux d° ensrﬁie el & un retour 4 I'état initial par réémission de I’énergie absorbée
lors de Vexcitation, Elle resuEte d’interactions entre les spins électroniques et entre I’électron
célibataire et son environnement.
La saturation du systéme est observée lorsque la différence de population entre les niveaux
d’énergie s’annule sous Veffer d’une irradiation &lectromagnétique {AE) dintensité trop
élevée. L’augmentation de la puissance de cette onde ne s'accompagne plus d'une
augmentation de Pabsorption d’énergie et donc de Pintensité du signal. En pratique, une
saturation de signal est obtenue lorsque la puissance des ondes exprimée en mW est trop

mtense. Dans nos conditions expérimentales, cette puissance est fixée & 10 mW.

2. LE COUPLAGE HYPERVIN

Le couplage hyperfin correspond 4 une interaction entre les moments magnétiques des

Le champ magnétique externe interagit également avec le champ magnétique nucléaire

provoguant la levée de la dégénérescence du nombre quantique nuciéaire ML
Alnsi, pour I= 1, M peut prendre les valeurs —1, 0, +1, correspondant 4 3 niveaux d’énergie.

%

Le champ magnétique local (Hloe} produit par un moment magnétique nucléaire s'additionne

rpr »
oy bomn moosndtinna avtarng  of an nhfiont ol B ey ' Lt . n/ag
au C_Lii/&ii_\i.i ERGESRAIUD SALCEIIG, sy OOl &EG? S un Qh&ﬁ?‘ ma n%{iﬁu ff%s&f H\atf fi534
X )

niveau de dlectron - Heilf = Hioe + H

HyaZ2l+ 1 valeurs de champ magnétique local. Les niveanx sinsi créés se s superposent amx

Foay

niveaux &' énergie &lectronique indults par Ueffet Zeeman {figure 43,
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Figure 3: Interaction de Zeeman
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Figure 4: Niveaux électroniques de radicaux nitrexydes mobiles
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Dans le cas des radicaux nitroxydes utilisés en spin labeling (Grunberger D et al. 1982), le
noyau de I’atome d’azote a un spin nucléaire I=1. On aura donc résonance & 3 niveaux
d’énergie : le signal global d’absorption est caractérise par 3 pics de résonance, ou raies de
résonance. Chaque raie est séparée par I’écart hyperfin g, également appelé constante de
couplage, dépendant du moment magnétique nucléaire et de la force d’interaction entre le spin

nucléaire et le spin électronique.

10. APPLICATION DE LA RPE A L'ETUDE DE LA FLUIDITE
Les molécules paramagnétiques ne sont pas en général des constituants naturels des
membranes ; il est nécessaire de les y inclure. Il sagit le plus souvent de radicaux nitroxydes.

Comme exemple, nous présentons la formule du tempo, une sonde RPE couramment utilisée

(figure 5), (Berliner L 1976}
} \ ‘ ‘ Fluide

C H GCHg pit
C H3 CH3 %
=
D
2.2 6 e-tétramathylpipending-N oxy
(TEMPO) e i

B, Visgueux

Figure 5: Formule du Tempo et spectres RPE dans I'eau (fuide) et dans le glycérol (misquens)

Son caractére hydrophobe (pas d’affinité avec I’eau c¢’est & dire ne se mouille pas, contraire
de hydrophile) la rend trés soluble dgns les membranes. Son spectre RPE fait apparaitre 3 pics
dus a I’interaction entre le spin de I’électron célibataire et un spin du noyau d’azote. La forme
du spectre dépend de la mobiiité de Ia sonde. C’est par ce biais que I’on atteint des paramétres
reliés a la fluidité de la membrane et|donc de la fluidité du milieu. Nous présentons également
les 2 formes extrémes du spectre du ftempo respectivement dans un milieu isotrope trés fluide

(eau) et dans un milieu trés visqueux| (90% glycérol).

Un radical nitroxyde peut étre attaché de maniére covalente a la chaine hydrocarbonée d’un

acide gras ou d’un phospholipide inséré dans la bicouche lipidique (figure 6)
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L’allure du spectre de RPE dépend du mouvement de la sonde. Le mouvement balancier de la

chaine est d’autant plus important que le milieu est fluide. On peut définir un paramétre (voir
paragraphe calcul du paramétre d’ordre S), désigné paramétre d’ordre : S=1% (3.cos’0 - 1)
S mesure l'angle au sommet du cone dans lequel la sonde oscille,
> Lorsque le milieu est totalement rigide, 6 est conStamment égale a O et on a un ordre
parfait (S=1).
» Lorsque le milieu est totalement fluide, I’orientation des chaines est aléatoire et cos’0 =
1/3 (S=0). |
Les caractéristiques ispect‘roscopiques d’une sonde dans une membranes peuvent &tre
comparées & celle de la méme sonde dans des milieux isotropes de viscosité bien définie.
Exemple dans des coniditions physiologiques la viscosité d’une membrane est proche de celle
d’un mélange constitﬁé de 90% de glycérol et 10% d’ean (viscosité = 0.1 N.s.m™, soit 1
poise). Cette viscosité est 100 fois plus élevée que celle de 'eau ( 10° N.s.m™). C’est une
bonne viscosité pour une meénbrane. Un mélange de 90% de glycérol et 10% d’eau ne coule
pratiquement pas, mais ce ﬁ’?est pas un solide et on peut plonger son doigt. Une membrane
ayant ceite viscosité maintienﬁt son intégrité (Schreier et al. 1978) f

|

Dans Vétude ot nous nous intéressons, ce sont des analogues d’acides gras qui sont utilisés.

Les acides gras paramagnétiques se comportent de maniére identig;ue a des acides gras

diamagnétiques.
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11. CALCUL DU PARAMETRE D’ORBRE S

Les mouvements des acides gras paramagnétiques incorporés & un édifice lipidique sont
lents car restreints par leur environnement lipidique. Cette condition permet le calcul d’un
paramétre d’ordre S. Le paramétre d’ordre S est une mesure de la distribution des orientations
du groupement N-O dans la membrane par rapport au champ magnétique (Douste-Blazy L et
Mendy F 1988). L orientation correspond & Pangle O établi entre Paxe x (définissant une des
coordonnées du radical nitroxyde par rapport 4 un axe de référence). Cet axe est usuellement
choisi comme la normale 4 la surface de la membrane.
Ainsi le paramétre d’ordre est défini comme correspondant a P orientation moyenne de toutes
les molécules paramagnétiques, selon: S =1 (3.co88 - 1)
En pratique, S est calculé & partir des spectres de RPE par application de la formule donnée
par Hubbell et McConnell 1969, et utilisée par Lagener et Kostner 1978, pour la mesure de
fluidité des lipoprotéines : S = (T/ - TL)(Tzz — Txx) x (an/an’)

Avec an = V¥(Txx+ Tyy + Tzz) =141 G
Bt am’ =1/3(T/+7TL)

T// et TL représentent la moiti€ de la distance du premier extremum jusqu’au dernier
minimum, ef la moitié de la distance du premier minimum au dernier extremum,
respectivement. Ces distances sont représeniés sur le spectre 5-Ds incorporé aux membranes
microsomales du rat WKY (rats hypertendus, I’ expérience a ét¢ faite sur des rats adultes donc
hypertendu génétiquement, soumis 4 un régime riche en acides gras poly insaturés pour
observer les effet de ces AGP sur la fluidité), (voir figurel dans résuliats et discussion,
détermination des parametres spectraux)
Txx, Tyy et Tzz sont des composantes du tenseur hyperfin T déterminé & partir des acides
gras paramagnétiques orientés daus un cristal (Scindler et Seelig 1973).
Tzz — Txx est égal a 250 G

iy

Le paramétre d’ordre S permet donc d’exprimer la fluidité du domaine environnant la sonde

s

paramagnéiique. S varise de 1 4 0

(Il

=1 correspondant 3 un environnement exirémement

rigide, $=0 correspond 2 un environnement sxtrémerent fluid
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La chromatographie emploie diverses techniques, utilisants différents principes physiques de
séparation, basée sur le partage des substances & analyser conséquent des différences
d’affinité de ces substances a I’égard de deux phases, 'une stationnaire ou fixe, 1’autre
mobile.

Clest l'entrainement des constituants d'un mélange (le soluté dont on veut connaitre la
composition) au moyen d'une phase mobile (liquide ou gaz) le long d'une phase stationnaire
(solide ou liquide fixé) qui produit la répartition sélective du soluté entre ces deux phases.

1l est donc nécessaire d'avoir une phase mobile dans laquelle le soluté peut se dissoudre (s'il
s'agit d'une phase liquide) ou se vaporiser (s'il s'agit d'une phase gazeuse), et une phase fixe
sur laquelle le soluté peut se fixer.

Les molécules & séparer sont dissoutes dans un solvant convenable le soluté obtenu entrainée
par la phase mobile circule entre les particules du support de la phase stationnaire ou dans ses
micro canalisations. Des interactions physiques et spécifique s’établissent entre le support et
les molécules & séparer, par exemple forces de Van der Wals (liaison de faible énergie,
inférieur & 100 kJ.mol™), ou liaisons polaires. Il se produit ainsi des réactions de fixation
rapides et réversible dont la force dépend ’e la nature chimique des molécules a séparer,
celles ci sont plus ou moins retenues selon l:lL structure chimique (Rouessac F 2000).

Chaque soluté est donc soumis a une force d¢ rétention (exercée par la phase stationnaire) et
une force de mobilité (due a la phase mobile). Ainsi, la séparation est réalisée grice a
l'entrainement différentiel des constituants par la phase\ mobile sur la phase fixe avec des
temps proportionnels a leurs propriétés intrinséques (taﬂle, structure, ...) ou a leur affinité
avec la phase stationnaire (polarité, ...).

Les interactions qui peuvent entrer en jeu & cette échelle sont de trois natures:

Electrostatiques, liaison hydrogéne et stériques ( Braithwaite and Smith 1985).

3. DEFINITION :

Une chromatographie est initialement une méthode de séparation avec deux utilisations
possibles : purifier et caractériser. On distinguera les méthodes non destructives pouvant étre
utilisées en purification des méthodes chromatographiques destructives destinées a
l'identification (Chavanne et al. 1991)

Les méthodes chromatographiques, bien que trés diverses, mettent en jeu un certain nombre
de principes communs : les substances se répartissent entre deux phases non miscibles, selon
un équilibre 1ié a un coefficient de partition ou de partage K, qui dépend a la fois de la nature

des composés et de celle des deux phases considérées: K =C;/Cyy
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Les quantités analysés doivent étre extrémement minimes afin de ne pas s’écarter des régles
d’idéalit¢ de la thermodynamique (K n’est autre qu'une constante d’équilibre
thermodynamique, ou les activités intervenant ne sont égales aux concentrations que si elles
sont trés faibles).

Les systémes de détection devront donc étre trés sensibles.

- le renouvellement continu de la phase mobile remet en cause cet équilibre et entraine une
succession d'autres équilibres, ce qui se traduit par une migration des substances le long de la
phase stationnaire, avec des vitesses différentes en fonction de leur affinité avec les deux
phases

- la séparation est obtenue car chaque composé migre avec une vitesse qui lui est propre (et
dépend du coefficient de partition décrit ci-dessus). Les composés ayant le plus d’affinité pour

la phase mobile va migrer le plus rapidement.

4. LES DIFFERENTS TYPES DE TECHNIQUES CHROMATOGRAPHIQUES

Les Phénoménes ou facteurs qui interviennent dans le partage des molécules & séparer entre
les phases fixe et 'mobile sont: - la solubilité dans un solvant liquide - la taille (la forme) - la
polarité - la charge électrique - la présence de groupements d'atomes formant des sites
particuliers (Bernard et Schneider 1996)
Les différents types de chromatographie résultent du fait que I'on a privilégié l'effet de l'un de
ces facteurs, mais I'exclusivité d'un mécanisme n'est jamais totale au cours d'une séparation
chromatographique.
Les meéthodes chromatographiques regroupent des techniques trés variées qui peuvent étre
classées selon des modalités différentes (De Graeve, Berthou et Prost 1986)
» Classification selon la nature physiqﬁe des phases:
» Classification selon le phénoméne mis en ceuvre (en fonction des mécanismes de séparation)
» Classification selon le procédé opératoire.
4.1. Classification selon la nature des phases :
Phase mobile:
La phase mobile est un fluide, donc elle peut étre :
- soit un liquide, on peut distinguer la chromatographie sur colonne de la chromatographie de
surface (sur couche mince: CCM et sur papier: CP), la phase mobile est alors appelée éluant

ou plus rarement solvant.

- soit un gaz. (Ex: chromatographie en phase gazeuse: CPG), la phase mobile est alors appelée

gaz vecteur ou gaz porteur.
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- soit un gaz. (Ex: chromatographie en phase gazeuse: CPG), la phase mobile est alors appelée

gaz vecteur ou gaz porteur.

Phase fixe:

La phase fixe ou stationnaire peut étre soit un solide ou soit un liquide.

Les solides, silice ou alumine traitée, permettent la séparation des composants des mélanges
grice & leurs propriétés adsorbantes. Ils peuvent €tre employés comme remplissage d'une
colonne (chromatographie par gravité et chromatographie 4 haute performance ou HPLC) ou
étalés en couche mince sur une plaque de verre, d'aluminium ou sur une feuille de matiére

plastique (CCM). i

La phase fixe peut aussi étre constituée par un‘ liquide imprégnant un support solide ou encore
par une chaine carbonée fixée sur un supporit (phase greffée). Ainsi en chromatographie sur

papier, la phase fixe est formée par I'eau que‘les molécules de cellulose du papier adsorbent,
alors qu'en chromatographie en phase gazeuée, elle est constituée d'un liquide peu volatil et

thermiquement stable imprégnant un granulé ﬁoreux.
i

4.2. Classification selon le phénoméne chromatographique (mécanismes de séparation):

1. La chromatographie de partage :

Cette chromatographie est ainsi dénommée car elle est basée sur le partage des substances a
analyser dans les deux phases liquides (fluides non miscibles).

Ce sont les différences de solubilité des molécules & séparer qui interviennent (Savidan 1963)
Plus généralement, cette technique utilise les différences d'interaction avec les molécules
greffées sur le solide (BPC: Bonded Phase Chromatography). Dans ce cas, on peut réellement
parler de phase fixe et de phase mobile, et il existe un coefficient de partage entre 2 milieux
(liquide/liquide ou liquide/gaz). 1

On peut séparer des solutés dont les coefficients de partage entre les deux phases sont
différents. Les plus solubles dans la phase mobile se déplacent plus facilement que ceux qui le
sont moins.

Théorie de la partition : La distribution d'un soluté entre deux solvants non miscibles, I'un
aqueux (phase mobile), l'autre organiquez (phase fixe ou stationnaire), reléve de l'équilibre :

Cun C
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C, concentrations en soluté dans la phase fixe organique

C, concentrations en soluté dans la (fhase mobile aqueuse.

Noter ici, que si nous avons un soluté 'qui est plus miscible dans le solvant organique que dans
le solvant aqueux, K aura une valeur supérieure & 1.

La transposition de cette partition d'un composé entre deux phases liquides dans un systéme
chromatographique est rendue possible par la fixation de l'un des solvants sur un support
inerte, l'autre solvant constituant la phase mobile. Un soluté trés soluble dans la phase fixe
migrera lentement, la force de rétention prédominant sur la force d'entrainement. A Tl'inverse,

un soluté soluble dans la phase mobile migrera rapidement (figure 1.

front.du golvant

- chromatoplague:

| atmosphire saturée
en.vapeur de solvant

e cnplacement dés dépdts
solvant

cuve. « solvar rriigration

Figure 1: Schéma d'une chromatographie

Rapport frontal :
On appelle rapport frontal, Re (ou référence front, coefficient de migration) le rapport suivant:

Ry = Distance parcourue par le soluté / Distance parcourue par le solvant
La figure 2 montre comment calculer le Ry dans le cas d'une chromatographie liquide-liquide
ascendante. Le rapport frontal est donc égal/a : Rr=x/y Rr<1)

Un soluté trés soluble dans la phase fixe aura un Ry faible; trés soluble dans la phase mobile,

son Ry sera élevé et proche de 1.

Remarques : Dans le cas ou le mélange contient des solutés de mobilités voisines, on peut
augmenter le pouvoir séparateur en réalisant une chromatographie bidimensionnelle
(figure 3): sur le méme support, on réalise une premiére chromatographie a l'aide d'un
systéme de solvants, puis une deuxieme & l'aide d'un second systéme de solvants, dans une

direction perpendiculaire & la premicére.

21



a) premiere chromatographie ; b) deuxiéme chromatographie.

Figure 3: Schéma d'une chromatographie bidimensionnelle

Solvants : Les deux solvants sont caractérisés par leur différence de polarité et leur non

miscibilité. Généralement, le solvant fixe est polaire : trés souvent, ce sera l'eau.

Le solvant mobile non polaire est souvent un meélange plus ou moins apolaire, choisi selon les

nécessités de la séparation.

Technologie : C'est une technique essentiellement qualitative.

- sur colonne : la colonne est remplie d'un support inerte imprégné du solvant fixe, le tout

constituant la phase stationnaire. Or, les supports sont rarement totalement inertes; il est donc

difficile de déterminer ce qui reléve du pe!Lrtage et de l'adsorption. Autrement dit, les solutés

vont étre séparés selon deux mécanismes : le partage et de l'adsorption.

- en HPLC, cette chromatographie fait aussi intervenir le phénoméne de polarité de la phase:

on peut utiliser des phases stationnaires peu ou non polaires, la phase mobile étant polaire

(eau ou mélange eau - méthanol): on parlera alors de chromatographie de partage & polarité de
| phase inversée.

- sur papier : en chromatographie ascendante ou descendante. Ici aussi l'intervention du

papier ne peut &tre négligée : on assiistera a un mélange de phénoménes d'adsorption et de

partage.

- sur couche mince : le support inertej» du liquide qui constituera la phase mobile est coulé sur

une plaque de verre. Les solvants migrjeront par capillarité (Bounias 1983)

2. La chromatographie d'exclusion :

Cette technique permet la séparation des molécules en fonction de leur taille et de leur

forme.
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La phase fixe est généralement un solide polymere poréux dont les pores sont de l'ordre de
grandeur de celle des molécules a analyser. La séparation résulte du fait que les grosses
molécules, ne pouvant pas pénétrer dans les pores, sont éluées en premier, alors que les petites
En revanche les petites particules incluses diffusent dans les pores du gel, sont retenues plus
ou moins longtemps, leur migration est freinee en diffusant dans le gel , et sont éluées ensuite.
La phase stationnaire se comporte donc comme un tamis et sépare les composés en fonction
de leur taille, on parle alors de chromatographie de perméation de gel, de gel d'exclusion, de
filtration sur gel ou de perméation sélective, selon la nature de la phase mobile (aqueuse ou

organique), (figures 4 et 5)

ovssay moldeudes
exizhins -

prefites ey

st les petites miolécules
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Figure 4 Figure 5

La méthode s’applique également & la séparation de molécules de polymeéres, en fonction de
leurs masses moléculaires (Cserhati T et al. 1994)

Le coefficient de partition K s'appelle dans ce cas le coefficient de diffusion.

Le diamétre des pores est une caractéristique de chaque type de gel.

La séparation est donc réalisée par le fait que les solutés sont élués dans l'ordre inverse des
masses molaires. Dans cette technique il n’y a pas d’interactions entre la phase mobile liquide
et la phase stationnaire. Les molécules restent donc en solution tout au long de leur
séparation. |

Le principe de base de cette technique est tres simple:; les billes poreuses constituant le gel
forment un réseau tridimensionnel dont I’accessibilité ést déterminée par la taille des pores.
L’encombrement stérique des molécules et les mailles du réseau détermine donc leur
exclusion. Le paramétre qui définit I’encombrement stérique est le rayon de Stockes Rs, c'est
le rayon d’une particule sphérique qui aurait le méme comportement hydrodynamique que la
molécule considérée. Les molécules exclues traversent la colonne directement entre les billes

alors que les autres sont retardées par leur passage a I'intérieur des billes.
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Le type du support (dextran, acrylamide ou support mixte par exemple) et le diamétre des
pores, qui est variable en fonction du diamétre des billes, déterminent la fourchette des tailles
de molécules pour lesquelles la séparation est effective: c’est la gamme de fractionnement.
Définition du comportement d’une molécule dans un gel particulie::

Le coefficient de partage K est alors : K = volume accessible a I’intérieur des billes pour la
molécule considérée/ volume total accessible a I’intérieur des billes

Les résultats sont illustrés sur les figures 6 et 7
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Figure 6: Elution des solutés dans l'ordre

inverse des masses moléculaires Figure 7: Diagramme d'élution des substances A et B.

Les petites et moyennes molécules sont éluées plus tardivement, car incluses dans le gel, leur
migration est freinée.

Les solutés sont donc élués dans l'ordre inverse des masses moléculaires (figure 7).
Technologie : Elle se pratique en chromatographie sur colonne, par filtration sur gel

d'exclusion ou de perméation

3. La chromatographie d'adsorption :

L'adsorption est un phénoméne d'interface 4 la différence de l'absorption (Lagués M 1990).

L’adsorption consiste en la formation de liaisons entre les molécules (ou atomes) d’un
compose et celles de la surface adsorbante. L’adsorption est un phénomene de pénétration
d’un composé & Iintérieur d’un autre. La phase stationnaire est un adsorbant polaire, ou
apolaire (adsorption en phase inverse) et la séparation est basée sur I’adsorption sélective des

composants d’un mélange a la surface du solide.
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L'adsorption est la fixation des molécules dissoutes par la phase solide. Cette ﬁxatidn est due
3 1'établissement de liaisons secondaires de surface entre I'adsorbant et la molécule adsorbée :
liaison dipdle-ion, ou dipdle-dipole ou liaison de Van der Waals. Contrairement & la
chromatographie d’exclusion, ce type de chromatographie implique un changement de phase
des molécules de I’état de soluté - dans la phase mobile - a I’état adsorbé - a la surface de la
phase stationnaire . Le type de chromatographie est déterminé par la nature des interactions
requises pour 1’adsorption.

Pour chaque espéce on peut définir un coefficient de partage K entre la phase stationnaire et la
phase mobile: La mobilité des espéces dépend donc de K, puisque ce sont les molécules non
adsorbées qui subissent le flux de la phase liquide au travers de la colonne.

Les molécules se déplacent donc d'autant plus vite dans la colonne que leur coefficient de
partage est faible. Un soluté pour lequel K = 0.8 se déplace dans la colonne avec une vitesse
correspondant & 20 % de celle de la phase mobile. )

Le phénoméne d'adsorption est celui de la fixation sur des sites particuliers situés en surface.
Ces sites peuvent étre hydrophobes (chromatographie dite en phase inverse), hydrophiles
(chromatographie sur adsorbant de type silice...), chargés (Chromatographie d'échange d'ion),
spécifiques pour un ligand donné (chromatographie d'affinité) (Pefferkorn, E 1999)

Les adsorbants : Ce sont des solides trés divisés (I'adsorption est un phénoméne de surface),
c'est ainsi que 1 g d'alumine pour chromatographie peut représenter une surface de l'ordre de
100 m®. On distingue
- Les adsorbants a faible capacité d'adsorption comme l'alumine, le talc ou le carbonate de
sodium.

- Les adsorbants forts comme le gel de silice.
Certains adsorbants présentent une forte polarité électrique comme le gel de silice ou

l'alumine ; d'autres ont une faible polarité comme le charbon actif (figure 8).
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Figure 8: Sili&es polaires greffées
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Les adsorbants figurant dans la liste ci-dessous sont classés selon l'ordre croissant de leurs
forces d'interactions avec des composés polaires.

Papier, cellulose ; Kieselguhr, terre de diatomées ; Amidon ; Sucres ; Talc; Carbonate de
sodium ; Oxyde de magnésium ; Gel de silice ; Alumine ; Charbon activé

Le gel de silice et I'alumine sont les adsorbants les plus utilisés. En général, plus un adsorbant
est actif, plus il retient fortement les composés polaires. Il est cependant possible de traiter un
adsorbant pour modifier ses capacités d'adsorption et ses propriétés: Plus la teneur en eau d'un
adsorbant est faible (ce qui a pour conséquence la présence d'un plus grand nombre de sites
d'adsorption pour le soluté), plus il est polaire ou actif.

Technologie : La chromatographie d'adsorption est appliquée selon différentes techniques :

- sur colonne : ouverte & pression ambiante, en flash chromatographie, 4 moyenne pression, en
HPLC,;

- sur papier : en chromatographie ascendante ou radiale ; dans cette technique le papier

constitue la phase fixe ;
- sur couche mince : le gel adsorbant (cellulose, silice) est coulé sur une plaque (verre,

aluminium, plastique), mélangé & un liant (platre).

4. La chromatographie ionique

La phase stationnaire est un échangeur d'ions constitué par une résine porteuse (polystyréne)
de groupements ionisés (sites ioniques) négativement ou positivement (groupes fonctionnels
acides ou basiques, sphéres de quelques micrométres de diamétre), exercant des interactiéns
de type électrostatique et liaison hydrogeéne avec les solutés ioniques du milieu. C’est
L’échange d’ions entre phases qui entrainent la séparation des composés ionisés.

La séparation est fondée sur le fait que plus la charge ionique des composants est élevée, plus
la rétention a la surface du solide est importante. La phase mobile est habituellement une
solution tampon aqueuse dont le pH permet de contrdler la mobilité des composants du
mélange analysé.

La séparation repose sur les coefficients de distribution ionique entre les deux phases.

Le partage s'effectue en fonction de la charge.

Un échangeur d'ions est une substance, généralement poreuse, sur laquelle est greffé, par
liaison covalente, un groupement chimique ionisable. Cette partie chargée peut interagir

fortement avec des ions présents dans la solution chromatographiée.
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Ainsi, des molécules chargées peuvent s'adsorber réversiblement sur I'échangeur d'ions, et étre
ensuite relarguées de la résine, en modifiant la composition ionique du solvant (Jinno K 1996)
Principe: Les échangeurs d'ions sont des macromolécules insolubles portant des groupements
jonisables, qui ont la propriété d'échanger de fagon réversible certains de leurs ions, au contact
d'autres ions provenant d'une solution. |

Résine cationique : qui échange réversiblement des cations.

Une résine cationique est chargée négativement (figure 10).

Résine-G™/ X" + cation” <=> Résine-G™ / cation’ + X"

Résines anioniques : qui échange réversiblement des anions.

Une résine anionique est chargée positivement (figure 11).
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Technologie : La chromatographie par échange; d'ions se pratique le plus souvent sur colonne,
mais la méthode peut é&tre transposée.sur cojuche mince. Du papier échangeur d'ions est
également commercialisé. Enfin 1'échange d'iorils peut étre réalisé en batch : la résine est mise
en présence de la solution et agitée mécaniquement.
Propriétés des échangeurs d'ions : Le suppoh peut étre minéral, mais il est le plus souvent
|
organique (résine de copolymérisation, polyosides : dextrans ou celluloses - voir au verso).

Les groupements fonctionnels chargés des résines sont fixés par covalence sur le support.

5. La chromatographie d'affinité :

La chromatographie, ici, est basée sur une grande affinité existant entre une macromolécule

(protéine, acide nucléique, glucane...) donnée et un ligand.
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Dans ce type de chromatographie , la phase stationnaire est un support macromoléculaire
chimiquement inerte, sur lequel est greffé un effecteur qui présente une affinité biologique
(bio-affinité) pour un soluté de l'échantillon & analyser. ‘

Trées souvent, la molécule fixée sera le substrat, le ligand, ou bien l'anticorps. Ceci permettra
de puriﬁer l'enzyme, le récepteur ou l'antigéne, respectivenient (figure 11).

Les trois étapes d'une chromatographie d'affinité (Provder T et al. 1996)

cortaninnnis
] o

—®

FISATION - PURIFICATION ST BLUTION

Figure 11

1 - Etape de FIXATION : Le mélange de molécules contenant le composé & purifié est
chargé sur la colonne d'affinité. Seule la molécule présentant une affinité pour la colonne sera
retenue par l'effecteur greffé sur la phase stationnaire.

2 - Etape de PURIFICATION : En continuant & faire passer du tampon dans la colonne,
toutes les molécules contaminantes sont éliminées et éluées.

3 - Etape d'ELUTION : La molécule purifiée est décrochée de la colonne et est recueillie
dans I'éluat. Souvent, I'un des deux partenaires de l'interaction au moins est une protéine (P),

l'autre sera qualifié de ligand (L) de cette protéine

4.3. Classifications selon les procédés utilisés :

Selon le conditionnement de la phase stationnaire, on distinguera :

La chromaitographie sur papier, la plus simple : le substrat (phase fixe) est l'ensemble
charge (eaur sels,...) plus les fibres d'un papier convenablement choisi; la solution & séparer
(phase moblle) se déplace dans la papier grice au forces capillaires

La chromaitographle sur couche mince : répond a la méme description mais le substrat (gel

de silice) est étalé et fixé sur une plaque inerte verre ou autre.
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La chromatographie sur colonne :

La chromatographie sur colonne en phase gazeuse (CPG) qui permet de travailler sur de plus
faibles quantités de matiére, et la chromatographie sur colonne en phase liquide qui est la plus
efficace dans la séparation des molécules (HPLC), et qui font I’objet de notre étude par la

suite, sont des méthodes chromatographiques sur colonnes les plus couramment employées.

S. Description et principe de la chromatographie sur éolonne:

C'est une technique basée sur des phénoménes d'adsorption (Beesley TE et al 1998).

La phase solide, le plus souvent l'alumine ou la silice, remplit une colonne de longueur et de
section variables. L'échantillon, en solution concentrée, est déposé en haut de la colonne et la
séparation des composants résulte de I'écoulement continu d'un éluant, traversant la colonne
par gravité ou sous l'effet d'une faible pression. On peut utiliser comme éluant un solvant
unique ou bien accroitre progressivement la polarité de I'éluant de fagon a accélérér le
déplacement des composés. Les molécules sont entrainées versvle bas a des vitesses variables
selon leur affinité pour l'adsorbant et leur solubilité dans l'éluant. Le chromatogramme se
de’veloppé en formant une succession de zones cylindriques qui se séparent en migrant vers le
bas. A mesure que chaQue zone s'écoule de la colonne, on la recueille.

Adsorbant:

Le plus utilis¢ est I'alumine; cependant, on la limitera aux composés organiques stables car,
sous sa forme basique, elle peut provoquer la déshydratation des esters par exemple.

Le gel de silice est également fréquemment utilisé pour la séparation de composés qui n'ont
pas une stabilité suffisante pour étre traités par l'alumine.

La granulométrie de I'adsorbant doit étre supérieure  celle des adsorbants utilisés en CCM.
Leur taille est habituellement comprise entre 50 et 200 pm.

La quantité d'adsorbant dépend de la difficulté de la séparation et de la masse d'échantillon.
On peut considérer que pour chaque gramme d'échantillon, il faut 30 & 50 g d'adsorbant si la

polarité des composants & séparer est trés différente et jusqu'd 200 g si la séparation est
difficile, | |

Eluant:

L'éluanft est en geénéral un mélange de deux solvants. Au début de I'élution, on commence par
le solvant le moins polaire qui entraine les substances les moins retenues par l'adsorbant (les
moins polaires). Ensuite on fait varier la composition de I'éluant en additionnant
graduellement le solvant le plus polaire. Ainsi les composés les plus polaires, retenus sur

I'adsorbant, ne migreront que graduellement vers le bas de la colonne.
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Diverses colonnes de chromatographie

Séparation en fonction de la taille.

En jouant sur de diamétre des billes, on pourra plus ou moins ralentir les grosses molécules ;
les petites qui peuvent passer entre les billes migreront rapidement. A l'inverse, si on prend des
billes poreuses, les petites molécules pénétreront dans les billes et y seront retardées alors que
les plus grosses qui ne peuvent pas y pénétrer passeront par la voie directe entre les billes et
plus vite.

Séparation en fonction de la charge.

En prenant des billes chargées, les molécules qui portent une charge opposée vont se fixer, les
autres vont migrer. Quand toutes les molécules sont fixées, on augmenter progressivement la
force ionique du solvant ; les molécules vont se séparer des billes les unes aprés les autres,
chaque molécule se sépare a sa propre force ionique ; elles vont donc se présenter une'd une
devant le détecteur.

Séparation immunologique (colonne d'affinité).

Les billes portent ce coup ci un anticorps greffé a leur surface. Seules les molécules, peu
nombreuses, reconnues par cet anticorps, vont se fixer sur la bille. Les autres vont traverser la
colonne. Pour récupérer la molécule, il suffit d'augmenter la force ionique du solvant. On peut
procéder de fagon inverse pour récupérer un anticorps, il "suffit" de disposer de billes greffées
avec les molécules reconnues par l'anticorps.

Polarité des phases:

Les séparations sont basées sur le principe de polarité c'est & dire l'existence de dipbles.

Phase mobile: Le pouvoir éluant d'un liquide dépend de sa propre polarité. Les liquides
classés ci dessous le sont par polarité croissante. On obtient ainsi une série éluotropique.
éther de pétrole; cyclohexane ; tétrachlorométhane ; trichloréthéne ; toluéne ; benzéne ;
dichlorométhane ; éther diéthylique ; trichlorométhane ; éthanoate d'éthyle ; pyridine ;
propanone ; propan-1-ol ; éthanol ; méthanol ; eau ; acide ¢thanoique

Interactions entre le composé a analyser‘ et les deux phases:

Lorsque les solutés sont neutres, l'ordre d'adsorption sur un adsorbant polaire comme le gel de
silice ou I'alumine est le méme que celui présenté pour les solvants. Les solutés apolaires (ex:
alcanes) sont peu adsorbés alors que les solutés polaires (ex: méthanol) le sont fortement.

Par contre, on utilisera de préférence 1'alumine pour separer des solutés basiques comme les
amines et le gel de silice pour les phénols et les acides, car les solutés acides sont fortement

adsorbés par I'alumine alors que les solutés basiques le sont par la silice.
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6. REVELATION

Dans toutes les méthodes de séparation, et donc dans les chromatographies, la question
générale qui se pose est celle de la mise en évidence des molécules (Poole, C.F. et al. 1991)
En effet, il faut disposer d'une méthode qui permette de préciser leur présence (et
éventuellement leur concentration) dans le milieu mis a part, si elles ne sont pas
naturellement colorées.

On utilise des méthodes directes ou indirectes:

- méthodes directes: spectres d'absorption dans d'autres gammes de longueur d'onde
que dans le visible (voir spectroscopies); luminescence; radioactivité si les éléments
séparés sont eux mémes radioactifs; éventuellement méthodes électrochimiques (si les
molécules séparées réagissent & la surface d'électrodes, par exemple); spectres de masse.

- méthodes indirectes apres modifications ou complexassions chimiques, quelquefois
spécifiques des composés telles que: ionisation (voir chromatographie en phase gazeuse ci
dessus, par exemple); oxydation (acide sulfurique a plus ou moins haute température, qui
conduit & des couleurs parfois spécifiques des composés -par exemple les stérols); réactifs
des amines (ninhydrine, fluorescamine...); des phosphates (acide molybdique); des-
protéines (bleu de coumassie, ninhydrine, sels d'argent...); des acides nucléiques (bromure

d'éthidium..

31



I1.2. La chromatographie en phase gazeuse (CPG)

1. HISTORIQUE (Pascale Richardin)

On attribue la découverte de la chromatographie en phase gazeuse (CPG) & Archer John
Porter MARTIN et Richard Laurence Millington SYNGE (Arpino et al 1995), qui publient ©
dés 1941 la théorie de la chromatographie de partage (Martin et al 1941). Ils regoivent en

1950 le prix Nobel de chimie pour cette découverte qui bouleversera le monde de I'analyse.

2. GENERALITES

La CPG, méthode d’analyse immédiate, permet de séparer les constituants d’un mélange
selon leur partage entre deux phases 'une fixe et ”autre mobile.

Comme son nom [’indique elle permet de séparer des composés en phase gazeuse‘.pf“Les
constituants du mélange a séparer se partagent entre le gaz vecteur phase mobile et la phase
stationnaire (liquide ou solide) .

La phase stationnaire selon sa constitution, va plus ou moins retenir sélectivement chacun des
produits. Les vitesses de progression seront différentes pour chaque constituant. Nous
arriverons ainsi & éluer le mélange, c'est & dire a séparer dans 'espace et dans le temps les
différents composants du mélange.

La CPG permet l'analyse et I'identification d'un trés grand nombre de matériaux organiques ,
donc adaptée a l'analyse de la composition d'un grand nombre d'objets de notre patrimoine
moderne ou ancien, qui sont constitués de mélanges complexes de produits naturels (cires,
résines, gommes, tannins, huiles, etc.). Exemples d’application concernant 1’analyse des
adhésifs archéologiques, baumes de momification (Mejanelle P et al. 1996), reliures
anciennes, sculptures en cires (Colinart S 1987), encres, bitumes....(Bleton J et al 1996;
Casoli A et al. 1995; Connan J et al. 1996; Regert M et al. 1996)

Les progrés de linstrumentation (colonne capillaire, détecteurs, ..) et sa relative facilité
d'emploi font de la CPG une technique d'analyse de routine essentielle dans de nombreux
laboratoires. Elle reste la méthode de choix utilisée pour I’analyse de mélange de composés
volatils possédant des points d'ébullition proches (Arpino A et al. 1995)

Le solvant liquide est transformé en gaz dans cette méthode, et la mesure des concentrations
des composés analysés dans le gaz est possible grice & la mise au point aujourd’hui de

systéme de détections sensibles (de ’ordre du picogramme) et fiables. La CPG s'applique
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donc & des échantillons gazeux ou susceptibles d'étre vaporisés sans décomposition dans
I'injecteur.

Elle s’applique a des molécules volatiles naturellement mais aussi & des molécules qui, par
des réactions de dérivations, sont rendus volatiles a des températures ne provoquant pas leur
décomposition. Son principal intérét est qu’elle peut détecter des substances a 1’état de traces
(presque toutes les catégories de petites molécules) : les dosages des acides gras libres, acides
aminés; acides cétoniques; d'oses; d'osamines; de toxiques; peptides; stéroides;
catécholamines... ainsi que leurs dérivés volatil stable (Richardin P et al. 1996; Martin AJP
et al. 1941).

Le couplage de la CPG avec la spectrométrie de masse est intéressant pour l'identification de
substances naturelles ou médicamenteuse (Mejanelle P et al. 1996).

On distingue :

- La chromatographie gaz-liquide (ou de partage).

La phase stationnaire est un liquide non ou peu volatil fixé par imbibition sur un support
inerte. Le soluté se partage entre le gaz vecteur et le liquide stationnaire. Plus un soluté est
soluble dans la phase stationnaire, plus le Ry (distance parcourue par le soluté / distance
parcourue par la phase mobile) est petit et le temps d'émergence élevé.
- La chromatographie gaz-solide (ou d'adsorption).

La phase stationnaire est un solide adsorbant (gel de silice, alumine, zéoﬁtes ou autres
polymeres adsorbants ...). Plus l'adsorption d'un soluté sur la phase stationnaire est élevée,
plus le Rr est faible et le temps d'émergence élevé.

Dans les deux cas la phase mobile est constituée du gaz vecteur qui véhicule les solutés

gazeux,

3. DESCRIPTION

Dans cette forme de chromatographie, la phase stationnaire destinée & séparer les molécules,
est une colonne a Pintérieur de laquelle est déposée une substance poreuse formée de petites
billes. La CPG est ainsi extrémement riche car en jouant sur le matériaux contenu dans la
colonne on peut faire varier les conditions de séparation des constituants.

La colonne placée dans un four thermo staté, afin de maintenir les molécules sous forme
gazeuse pendant leur traversée, est un tube de faible section enroulé sur lui-méme et
contenant la phase stationnaire.

La phase mobile ou fluide est un gaz qui balaie en permanence la colonne, entre par une

extrémité de la colonne et sort par l'autre. Les deux phases sont en contact intime.



La substance a analyser (solvant liquide) avant d’entrer dans la colonne est chauffée pour
passer & 1’état vapeur. Le fluide déplacé activement par une pompe va entrainer le solvant
jusqu'a la colonne (sur la phase stationnaire) qui va retarder ses différents constituants. Les
molécules vont se déplacer différemment dans la colonne et prendre un certains retard dans la
migration, suite aux échanges et partages du solvant qui ont lieu entre ce gaz et la phase
immobile. Elles vont donc se présenter avec un certains retard en sortie de colonne selon leur
concentration..

Chaque constituant est ainsi caractérisé par le coefficient de partage K .

Le coefficient de partage est un des parametres qui conditionne la durée de parcours du
constituant dans la colonne. Cette durée est appelée temps de rétention.

Un détecteur placé en sortie de colonne va permettre de déceler le passage de chacune de la
substance. Selon les propriété physique de la molécule’ a détecter, et selon le type de
détecteur, le détecteur ne sera pas capable de dire quelle est cette molécule, juste de-dire
qu'elle est 1a, mais le retard étant parfaitement calibré, il permettra de l'identifier. L'intensité
de la réponse du détecteur va aussi permettre, par rapport a un étalonnage, de donner la
concentration de la molécule.

Un grand choix de détecteur permet l'analyse sélective et parfois l'identification de mélanges

trés complexes.

4. INSTRUMENTATION
Dans la configuration la plus classique, le chromatographe est équipé d'un injecteur diviseur
(vaporisateur), d'une colonne capillaire (colonne de séparation), d'un détecteur 4 ionisation de

flamme et d’un enregistreur pour l'exploitation des données, figure 1 (Gardais et al. 1982)

Figure 1 : Schéma d'un appareil de-=CPG, muni d'un détecteur a ionisation de flamme
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Les données sont traitées par un systéme informatique.

4.1 Le gaz

Le gaz choisi comme phase mobile doit posséder une grande inertie chimique, un grand
degré de pureté, étre adapté au détecteur et de colit pas trop €levé.
Les gaz les plus couramment utilisés sont: azote, hélium et hydrogene. L’azote est le plus
lourd donc réalise le meilleur entrainement. Le choix du gaz dépend de sa viscosité en
fonction de la température (influence sur le débit) et de la nature du détecteur (un
catharométre nécessite ’emploi de gaz 4 haute conductivité comme ’hydrogene ou I’hélium)
Le gaz vecteur ne doit contenir aucune trace d’eau ou d’oxygene, pour éviter une dégradation
rapide des colonnes capillaires, un double systéme de purification (desséchant et fixant
l'oxygéne) est alors interposé entre la bouteille et le chromatographe.

Le débit d’entrée dans la colonne est régulé par un régulateur de débit

4.2. Les échantillons

Si le composé ou le mélange a étudier est un liquide, il est dilué dans un solvant, si c'est un
solide, i1 est dissous dans un solvant. Les solvants généralement utilisés sont le
dichlorométhane ou I'éther diéthylique.

Les échantillons liquides obtenus sont injectés dans la chambre de vaporisation a I'aide d'une
micro seringue en petite quantité (5, 10, 20 ou 50 pL selon les modeles) a travers le septum de

l'appareil (figure 2).

Figure 2: microseringue CPG

La température (c'est généralement celle du four) est telle que la vaporisation est immédiate.
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Une étape préalable est donc nécessaire pour la préparation de 1'échantillon, ceci pour rendre
injectable I'échantillon : Extraction, Purification, Concentration , Dérivatisation .

Le traitement de 1'échantillon varie selon les substances analysées:

- lorsque les solutés sont directement volatilisables, les substances sont solubilisées dans un
solvant et chromatographiées. |

- lorsque les solutés ne sont pas volatils a la température du chromatographe, il faut les
transformer en dérivés volatils stables: les acides aminés sont ainsi estérifiés par le butanol,
les acides gras estérifiés par le méthanol, les oses réduits en alditols, puis acétylés...

La CPG permet I'analyse d'un grand nombre de composés de masse moléculaire inférieure a
500, thermorésistants et volatilisables, en particulier tout liquide biologique.

Cependant, si les substances & analyser sont trés polaires, thermosensibles ou non
volatilisables, on peut réaliser une étape de dérivation: différents réactifs sont disponibles

selon les fonctions a modifier (silylation, acylation, méthylation...)

4.3. L'injecteur
Pour les échantillons liquides ou solides on fait appel a la vaporisation grice aux injecteurs

car les échantillons doivent étre obligatoirement gazeux avant d’étre introduit dans la colonne

et se mélanger avec le gaz vecteur.
Un trés grand choix d'injecteur est disponible sur le marché en fonction de la nature du
mélange a séparer (solide, liquide, polaire, etc).

Le systeme d'injection permet I'évaporation et le transfert dans la colonne des échantillons.
Parmi les injecteurs classiques, I'injecteur diviseur est le plus utilisé dans le cas d'échantillon

en solution (figure3).

septum [
M

gaz veobsyy =~

tube “inge :

Figure 3 : Injecteur CPG
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Un systéme de vannes élimine une partie de I'échantillon et permet ainsi une analyse plus

précise d'une certaine quantité de produit sans surcharge de la colonne.

4.4. La colonne -
C'est I'organe principal. C'est un tube
spirales (la plus répandue)

Deux grands types de colonnes son

(remplies, classique, ou a garnissage) et les colonnes capillaires (figure 4).

. polonne
ernitaiee

Figure 4; Représentat
(Capillaire

- Les colonnes remplies, encore utilise
d'une tubulure en verre ou en métal ds
m, remplies d'un granulé poreux (sug

diatomées (Kieselguhr), la brique réfn

pouvant avoir diverses formes: rectilignes, en U, en

employés a I'heure actuelle : les colonnes compactes

ion a 1a§ méme échelle des deux colonnes
et remplie)

es pour l'analyse de gaz, sont généralement constituées
L . X

e diamétre intérieur de 2 & 8 mm et de longueur 1 4 10

port soilide inerte) en poudre fine, comme la terre de

actaire érouge pilée (Chromosorb P), la brique blanche

(Chromosorb G ou W), la poudre de polystyrééne (Chromosorb A) ou de téflon (Chromosorb

T), des poudres de diverses maticres p

lastiques comme les polystyrénes et polyaromates de la

série des Chromosorb 100 (Merck), le charbon actif, la poudre de verre, le quarz, Iargile. ..

Le liquide stationnaire est un hydrocar
température d’utilisation et sa polarité.

- Les colonnes capillaires ont entre 10

bure, un silicone, un ester, un polyol, caractérisé par sa

et 100 m de long avec un diamétre interne de 0,05 4 1

mm. Elles sont faites d’acier, de cuivre, d’aluminium, de silice fondue, de quartz, de verre ou

de plastique, généralement disposées en spirale.
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A la différence des colonnes compactes, il n’y a pas de support introduit dans la colonne : la

phase stationnaire est déposée sur la paroi interne sous la forme d'un film régulier (mince

couche d'épaisseur 0,1 & 5 um).

Les colonnes capillaires permettent de travailler 4 une température plus basse, en gardant des

temps d'analyses satisfaisants. Les colonnes capillaires (et tout particuliérement les "narrow

bore") sont caractérisées par les avantages : une grande efficacité, mais une faible capacité

d’échantillon (injection trés faible), un faible débit.

Le diamétre moyen des pores varie de 0,3 4 0,005 um selon les colonnes.

La réussite d'une bonne séparation chromatographique dépend dans une large mesure du

choix de la phase stationnaire. On distingue : |

- les phases apolaires & base d'hydrocarbures aliphatiques saturés ou silicone ramifiés
(squalane), polydialkylsiloxanes (silicones) greffés ou non, polyéthers (Carbowax) ...

- les phase polaires c'est des polyméres polyols, polyesters, polyamides ... |

Les adsorbants les plus classiques sont les adsorbants minéraux, tel le charbon actif, l'alumine,

les tamis moléculaires. On utilise aussi des adsorbants organiques & haut poids moléculaire.

Ce sont des copolymeres, ils ont I'avantage de permettre toutes sortes d’analyses.

D'un point de vue technique, la colonne est maintenue dans un four & bain d'air thermostaté,

a une température légerement supérieure au point de vaporisation du constituant le moins

volatil. |

En ce qui concerne le réglage de l'appareil, il doit-étre avant-tout équipé d'une colonne

appropriée a la séparation des composés du mélange.

Il existe des colonnes de polarités différentes.

Voici les caractéristiques des colonnes courantes : -

Colonne Composition Polarité Température maximale tolérée (en °C)
Squalane Alcane ramifié Apolaire 150
SE-30 Méthylsiloxane Peu polaire | - 350
Carbowax 20 M Polyglycol Polaire 225
4.5. Le détecteur

Les molécules séparées dans la colonne parviennent 2 la sortie 4 1’état gazeux et se prétent 3

de multiples modes de détection et d’évaluation basées sur des méthodes physiques.
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Le détecteur est un appareil de mesure physico-chimique qui produit un signal au passage de
chaque constituant, et qui s'inscrit en forme de pic sur une table tragante.

On obtient un spectre ol apparaissent des pics d'intégration proportionnelle a la quantité de
produit injecté. Le pic est caractérisé par son temps de rétention (variable selon la nature de
la colonne polaire ou pas et de la température du four), porté en abscisse.

De facon a identifier un produit, la solution préparée doit contenir un mélange équimolaire du.
composé et de I'étalon.

On distingue les détecteurs :

- Spécifiques présentant une tres grande sensibilité pour certaines familles de composés tel
que :

Le détecteur & capture d'électrons qui comporte une source d’électrons (par décomposition y
d’un isotope radioactif). Ces électrons se fixent sur les molécules sortant de la colonne et les
transforment en radicaux libres chargés négativement, qui passent entre deux électrodes et
sont attirés par I’anode. Chaque variation de la composition du gaz (chaque passage de
molécules séparées par la chromatographie) se traduit par une variation d’intensité du courant
entre les électrodes, ce courant est amplifiée et transmis a I’enregistreur. la détection ne
concerne que les molécules capables de fixer des électrons (électrophiles) : halogénes,
dérivées heptafluorobutyriques des stéroides, trifluoroacétates de catécholamines,
bromométhyl-diméthylsilyl éthers, certains composes soufrés, etc...utilisé pour les composés
halogénés et les noyaux aromatiques.

Le détecteur thermo-ionique ou azote-phosphore utilisé pour I’analyse des substances qui
contiennent ces de N ou P , métalloide (nucléotides, esters phosphoriques d’oses), détection
d’alcaloides organo-phosphorés.

Le photométre de flamme ; -

Le spectrométre de masse et la spectroscopie infrarouge fournissent des données structurales
permettant l'identification des molécules et de mesurer la proportion d’isotope lourds
éventuels dans chaque pic ;

Le détecteur de phosphore ;

Dans tous les cas le détecteur est thermostaté (réglé en général 4 une temperature supérieure a
celle de la colonne) pour maintenir les substances sous forme gazeuse.

- Non spécifiques : répondant a tous les types de composés tel que :

Le catharométre basé sur le chauffage d’un fil métallique dont la résistance dépend de

la nature du gaz environnant ;

La balance de densité de gaz,
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Le plus usuel des détecteurs en analyse des composés organique est le détecteur a ionisation
de flamme. 1 est le plus pratique (facile & utiliser) car tres sensible et possede une réponse

linéaire dans un large domaine de détection.

Description du détecteur a ionisation de flamme:
Le mélange gaz vecteur et molécules a analyser en sortie de colonne a débit constant pénétre
et briile dans une flamme obtenue par combpstion du mélange hydrogene et d'air.

L'extrémité du brlleur est portée a un potentiel négatif

Tant que le gaz vecteur est pur, la combustion produit quelques ions collectés par une
&lectrode donc un courant ionique résiduel trés faible circulant entre les €électrodes (entre
lesquelles est appliqué une différence d potentiel autour de 300 volts). Ce courant est
constant et génére comme enregistrement une ligne de base parfaitement rectiligne.

Lorsque les composés organiques fragmentés arrivent dans la flamme du détecteur leur
combustion se traduit par une augmentation du nombre de ces ions et modifie Pintensité du
courant, il y a formation, en particulier, d'ions négatifs et d'électrons qui sont captés par une
&lectrode collectrice portée a un potentiel positif par rapport a la téte du brileur, qui provoque
la création d'une impulsion électrique, c'est un courant de quelques nA transforme par un
électromeétre en signal tension fonction du débit massique. Ce signal est amplifié, 1l est
proportionnel & la quantité de substance brilée donc 4 la quantité de soluté dans le mélange,
il se présente sous forme d’un pic dont la déflexion est proportionnelle & la quantité de

substance détectée, puis transmis au calculateur-enregistreur (figure 5).

anode D
. ioms & et (D ‘
electro-:-le Y tension de
collectrice V) palarisation
1 { U3 & 400
amme |
briileur = romvant i (gg ns)

CA— - transnds ao valonlateor
. et ko table wagante

pffluent de
I roloraw

Figure 5 : Détecteur a ionisation de flamme
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Cette technique d'analyse est parfaitement adaptée aux dosages quantitatifs.

Meécanisme proposé pour la combustion d'une substance organique dans une flamme air-
hydrogéne.

M.O. + O; 2> CO; + H;0 +oxydes + ions (+) + [ions (-) + € collectés par I'anode]
La sensibilité est grande : de 20 4 100 pg/s.

Ce type de détecteur est le plus utilisé, en particulier avec les colonnes capillaires.

La gamme linéaire est grande et la réponse est stable.

Les analyses chromatographiques aboutissent a l'obtention d'un chromatogramme qui
représente 1'évolution d'un paramétre (signal électrique provenant du détecteur) lié a la
concentration instantanée du constituant élué (ou soluté), en fonction du temps. Le
chromatogramme est une représentation graphique ot des pics émergent de la ligne de base,

tracé obtenu en I'absence de composés (figure 6).
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Figure 6: Exemple de chromatogramme (obtenu par CPG)

Un chromatogramme correct est composé de pics de forme symétrique, pas trop larges et
bien séparés (courbe de distribution typiquement gaussienne).

C'est en jouant sur les conditions opératoires que l'on arrive & un tel chromatogramme.
Les facteurs favorables & une bonne séparation sont :

* des temps de rétention suffisamment différents (choix de la colonne)

» des pics peu élargis.

Le chromatogramme permet des suivis :
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Qualitatifs : pour des identifications par comparaison des pics avec ceux produit dans un
chromatogramme du standard. C'est la valeur du temps de rétention qui sera caractéristique de
chaque composé.

Quantitatifs : Chaque pic délimite une surface proportionnelle 4 la quantité de matiére injectée
dans l'appareil. Sur un spectre, la détermination des surfaces donnera une indication relative
quant aux proportions de chaque composé. Pour déterminer ces surfaces relatives, un
ordinateur couplé & l'appareil calcule lui-méme les surfaces par intégration.

Moyennant un étalonnage préalable avec des produits purs, la CPG permet donc l'analyse
qualitative et quantitative des constituants d'un mélange.

On aura donc recours a des méthodes d’étalonnage, qui, comme en analyse qualitative, feront
de la chromatographie quantitative un procédé relatif vis-a-vis de substances connues.

La principale méthode utilisée est celle de l'étalonnage interne

Dans cette meéthode, on compare individuellement chacun des pics & évaluer au pic d*une
substance étalon , convenablement choisie, introduite en proportion connue dans le meélange a
analyser. Il convient évidemment que le pic étalon ne soit confondu avec aucun des pics du
chromatogramme.

On calculera donc la réponse de chaque soluté concerné par rapport & I’étalon. La méthode est
générale. Elle est précise et reproductible. |

Elle suppose néanmoins le choix d’un étalon qui, outre la nécessité de ne pas chevaucher avec
les autres solutés, doit donner un pic de valeur de rétention proche de celle du pic & mesurer,
d’aire approximativement égale 4 celle du pic du soluté, et dont la réponse doit se situer dans
la zone de linéarité du détecteur utilisé.

Remarque évidente : dans tous les cas, seules des conditions opératoires identiques permettent

de pouvoir comparer deux ou plusieurs chromatogrammes.
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IL.3. La Chromatographie Liquide 3 Haute Pression (HPLC)

(ou bien la chromatographie en phase liquide)

Il faut tout d’abord préciser que ['abréviation HPLC signifie  indifféremment
chromatographie liquide & haute performance ou & haute pression: Les deux termes
désignent la méme technique mais 1'un est employé par les constructeurs de matériel qu’elle

requiert tandis que ’autre 1’est par ses utilisateurs.

1. HISTORIQUE

Apres les travaux de Mikhail Semenovich TSWETT du début du siécle, c'est dans un
premier temps la chromatographie sur colonne qui prend un essor considérable. Ainsi,
REICHSTEIN en 1938 montre le principe de 'élution des composés dans une colonne aprés
leur séparation. En 1952, l'utilité des gradients d'élution est montrée puis, vers les ainées
1960, la chromatographie par perméation sur gel se développe. On peut situer & 1967, grace
aux travaux de HUBER et HUZSMAN, le début de la chromatographie liquide a haute
vitesse, plus tard appelée & juste titre chromatographie liquide haute performance (CLHP)
(Rosset et al 1991).
C’est en 1969, apres le 5e Symposium International « Advances in Chromatography », que la
chromatographie en phase liquide s’est véritablement développée. En fait, dés 1958
Spackman, Stein et Moore analysérent des acides aminés pour la premicre fois de maniére
automatique. Ceci marqua le début de la chromatographie en phase liquide moderne.
Giddings oeuvra pour le développement de cette technique (cf. Son ouvrage Dynamics of
chromatography), jusqu’a ce que Scott (Oak Ridge National Laboratory) obtienne de trés
bonnes résolutions en séparant plusieurs centaines de composés différents par échange d’ions
sous haute pression. C’est grice & ce nouveau procédé, et grace surtout aux nouvelles
technologies (notamment le traitement par ordinateur) que la chromatographie en phase
liquide sur- colonne a atteint I'efficacité de la chromatographie en phase gazeuse. Cette
chromatographie en phase liquide sous haute pression, ou haute performance (HPLC) est

désormais la seule utilisée en analyse.

2. GENERALITE
Elle peut ne comporter qu'un appareillage simple, (figure 1) constitué d'une colonne de verre

remplie de particules de phase stationnaire, le solvant migrant sous le simple effet de la
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pesanteur. Toutefois, dans de telles conditions, la résolution obtenue est relativement

médiocre. .

L Dot onee

Trddecter
Figure 1: HPLC

Cette chromatographie & basse pression, malgré sa faible efficacité est encore employée dans
les méthodes préparatifs du fractionnement des échantillons biologiques complexes, car son
tres faible colt devient un atout majeur pour ce choix (Kirkland JJ 1973).

La chromatographie en phase liquide & haute pression a permis une véritable révolution de la
chromatographie classique grice & la miniaturisation des colonnes et & 'utilisation de fortes
pressions augmentant les débits et I’efficacité de résolution de la colonne par diminution des
quantités de produits a analyser (Perry SG et al. 1972) .

Catalogue Des Techniques : (figure 2)

CHROMATOGR APHIE
|
I B
en phase gazeuse: en phase liguide
[ : . .
sur co}lonﬂc:_ d_e';l]rface
I l | T I e O
adsorption partage échange paires échange de exclusion ‘CCM CP
(CLS) dions d'ions ligandes
CLL Phases o )
greffées ‘CLS  :Liguide /'solide.

CLL: Liguide 7 lignide :
(BPC) BPC . : Hounded face Chromatography ‘

"CCWL: sor couche mince ) )
CF  : surpapier

Figure 2: Catalogue des techniques d'aprés: Rosset et al. 1982
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En effet la phase mobile liquide est poussée par un jeu de pompes a haute pression dans la
colonne chromatographique renfermant la phase stationnaire solide. Selon Paffinité des
composés du mélange injecté pour la phase mobile et stationnaire, une séparation et une
récupération des composés peuvent étre effectuées.

L’HPLC se caractérise comme une technique 4 la fois qualitative de séparation, mais aussi
quantitative car elle permet la récupération, selon leur temps de rétention dans la colonne, des
analytes individualisés .

La chromatographie liquide & haute pression est une technique basée sur les mémes principes
que ceux de la chromatographie classique sur colonne (qui présente les inconvénients que
sont la lenteur des séparations, 1’absence de détecteurs et la quantité considérable
d’échantillon nécessaire), mais met en jeu un matériel plus sophistiqué. Dans cette variante,
I'intérieur de la colonne est soumis a une forte pression. Les différents constituants vont étre
séparés de fagon plus efficaces, ce qui permet de travailler avec des colonnes plus petites.
Alors qu'une colonne standard fait entre 20cm et 1m de haut, une HPLC peut se contenter de
5cm pour la méme efficacité. Cela permet d'utiliser une quantité moindre du milieu poreux ou
de travailler avec moins de solvants et donc moins de substance. La HPLC présente un champ
d'application trés vaste (molécules sensibles a la chaleur ou de hautes masses moléculaires) en
raison d'un choix important de phases stationnaires et de I'évolution des détecteurs (Done IN
et al. 1974)

3. DOMAINES D'APPLICATION

La chromatographie liquide a haute performance a pour objet plus une analyse quantitative
que qualitative car il parait difficilement envisageable de balayer tout intervalle de longueurs
d’onde accessible pour détecter n’importe quel produit contenu dans la solution étudiée. Les
domaines d’application de la HPLC sont extrémement nombreux et vastes, mais elle est
particuliérement employée en cosmétologie ou en biochimie. Elle permet Panalyse soit de
substances thermiquement instables, puisque ’opération s’effectue a température ambiante,
soit de substances peu volatiles de masse moléculaire pouvant atteindre 2 000 000, soit encore
de substances ionisées. C’est ainsi une méthode « douce » avec les molécules. Les molécules
d’intérét biologique comme les vitamines, les sucres et les acides aminés, peuvent étre
analysées directement sans passer par la formation de dérivés, et la séparation de protéines et
de polymeres synthétiques peut étre réalisée, méme si leur masse est élevée. Ses

inconvénients majeurs proviennent du manque de souplesse instantanée d’utilisation
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(difficulté de passer d’un composant 4 I’autre sans une mise au point ¢laborée) et de la grande
délicatesse de la technique (Rosset R et al. 1982).

Quand la CPG n'est pas applicable & des mélanges organiques complexes, en raison de leur
masse moléculaire ou de leur polarité trop importantes, la HPLC permet de réaliser de
nombreuses identifications ou dosages sans modification de I'échantillon initial.

Ainsi, un nombre important de travaux concernent l'analyse des pigments ou colorants des
textiles (Quye A et al. 1996), de patines d'objets divers (Pastore P et al 1991), de tannins
(Wallert A et al. 1996), de résines anciennes (Vieillescazes C et al. 1993), ou de liants de
peintures (Halpine SM 1992).

4. PRINCIPE DE FONCTIONNEMENT

L'échantillon doit étre totalement soluble dans la phase mobile qui sera appelé solvant
d'élution (solvant ou mélange de solvants). Celui-ci doit étre poussé a haute pression afin
d'assurer un débit constant dans la colonne et y éviter toute perte de charges.

Elle peut donc mettre en ceuvre, selon la nature de la phase stationnaire, aussi bien des
phénoménes de partage, qui sont les plus courants, que des phénoménes d’adsorption,
d’échanges d’i(;ns ou d’exclusion. (Hamilton RJ et al. 1977).

La méthode de séparation qu’elle utilise fait sensiblement appel aux mémes éléments de base
que ceux employés pour la chromatographie classique sur colonne, soit un ou plusieurs
solvants et une colonne remplie avec une phase stationnaire. Il est par ailleurs recommandé de
faire précéder la colonne d’une précolonne dont le remplacement éventuellement occasionné
par un colmatage de I’appareil par une accumulation de molécules de trop grosse taille serait
moins onéreux que celui de la colonne elle-méme (sa période avoisine en mbyenne le millier
de manipulations). La grosse différence réside dans la durée d’élution qui est de 100 a 1000
fois plus courte (de 1 & 3 cm® par minute). Une telle vitesse est obtenue par I’application
d’une pression €levée de I’ordre de 200 bars grice 4 une pompe qui maintient constant le
débit du liquide. De telles vitesses d’élution n’auraient jamais €té rendues possibles si on
n’avait pas réussi 4 améliorer Uefficacité des colonnes en uniformisant la granulométrie et en
réduisant la grosseur des grains; ces progrés ont entrainé la réduction de I’espace vide entre
les grains, d’oll une augmentation des interactions entre le soluté et la phase stationnaire.
Actuellement les colonnes contiennent des granulés d’environ 5 um sur lesquels la phase
stationnaire est fixée chimiquement; de telles phases sont appelées phases greffées.

La technique se distingue egalement de la chromatographie classique par Iemploi de

détecteurs dont le message est enregistré puis exploité par un ordinateur relié au systéme. Il
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It permet d’obtenir soit des spectres (pics de différentes longueurs d’onde & un temps donné)
ou des chromatogrammes (évolution des pics 4 une longueur d’onde donnée en fonction du
temps). 11 est souvent difficile de trouver rapidement les conditions opératoires qui méneront a
une bonne séparation en raison des interactions du soluté avec la phase stationnaire et la phase

mobile.

5. INSTRUMENTATION

Dans tous les appareils de HPLC, figure 3, on retrouve un ensemble de modules (organes)
reliés entre eux par des tubes de faible diameétre. Une ou plusieurs pompes assurent le débit
du solvant d'élution. En amont de l'injecteur se trouve la ou les colonnes ou s'effectuera la

séparation puis en bout de chaine le détecteur (HUBER JFK 1978).

Figure 3 : Systéme classique de HPLC avec un détécteur a barrettes de diode

5.1 Réservoir

Plusieurs flacons d'éluants d’élution contenant la phase mobile en quantité suffisante
(réservoirs de solvants de polarités différentes) sont disponibles pour pouvoir réaliser des
gradients d'élution (mélange de plusieurs solvants a des concentrations variables) a 'aide de la
pompe doseuse.

On recommande I’emploi de vases clos pour éviter I’évaporation, surtout si I’un des solvants

est trés volatil et lorsqu’il est nécessaire d’étre en présence d’un gaz inerte.
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5.2 Pompe

Elle est muni d'un systéme de gradient permettant d'effectuer une programmation de la
nature du solvant. Elle permet de travailler:
- en mode isocratique, c'est-a-dire avec 100% d'un méme €luant tout au long de I'analyse.
- en mode gradient, c'est-a~dire avec une variation de la concentration des constituants du
mélange d'éluants.
Les pompes actuelles ont un débit variable de quelques pl a plusieurs mi/min.
Les pompes ont constitué, au moment de la mise au point de la technique, la principale cause
de difficulté des utilisateurs. Le débit de liquide qu’elles refoulaient étant fréquemment
irrégulier, il en résultait, sur I'enregistrement, une ligne de base instable. Les problémes
semblent &tre résolus, car certaines pompes fournissent désormais un débit constant jusqu’a
des pressions de 240 bars; elles demeurent tout de méme la partie la plus délicate de

I’appareillage.

5.3. L’injecteur

C'est un systéme de vannes haute pression permettant a la solution a analyser, amenée par
une micro-seringue automatique, de se mélanger a I’éluant rapidement sans perturber la
circulation uniforme de la phase mobile dans la colonne.
Le type d’injecteur le plus courant consiste en une vanne a boucle d’échantillonnage Le choix
du volume de la boucle se fait en fonction de la taille de la colonne et de la concentration
supposée des produits a analyser. Le systéme de la boucle d'injection permet d'avoir un
volume injecté constant, ce qui est important pour 'analyse quantitative.
On introduit d’abord I’échantillon dans une boucle de volume connu; aprés rotation de la
vanne, la phase mobile entraine 1’échantillon en téte de colonne.
Il est constitué d'une vanne haute pression (manuelle ou non) a plusieurs voies dont le
fonctionnement de déroule en deux étapes (figure 4):
1. remplissage de la boucle :
le solvant d'élution circule librement de la pompe (en 1) 4 la colonne (en 2). L'injection est
réalisée (en 6) dans la boucle. Le surplus de solvant est évacué dans l'effluent, communément
appelé 'évier (en 4).
2. injection de I'échantillon :
on bascule la vanne par action d'un levier et le solvant va alors balayer la boucle (de 1 & 2)et

entrainer 1'échantillon dans la colonne.
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Figure 4 :
1re étape.de linjection avec une vanne six voies 2e étape de l'injection avec une vanne six voies

5.4. La Colonne

Clest la principale évolution de 'HPLC. Elle a ét¢ miniaturisée pour des dimensions
optimales de séparation : 25cm de longueur et 4 4 5 mm de diamétre. Elle est protégée par un
tube inox et contient la phase stationnaire solide, fonction de la nature des composés 2
analyser : _

La colonne devant recevoir la phase stationnaire est en généralement un tube construit dans
un matériau le plus possible inerte aux produits chimiques, en acier inoxydable de 3 4 30 cm
de longueur et de diamétre compris entre 1 et 5 mm.

Les tubes capillaires employés pour relier la colonne au détecteur doivent étre le plus court
possible afin de limiter les volumes morts et par conséquent ne pas altérer la qualité de la
séparation. Un fabricant a mis au point un dispositif permettant de réduire encore ce volume
mort en employant une colonne de matiére plastique soumise a une pression radiale (Huber
JFK 1978).

PHASE STATIONNAIRE

Les phases stationnaires en HPLC sont trés variées. Elles sont constituées de grains

sphériques calibrés de diamétre 3 4 5 pm.

L'interaction plus ou moins forte entre la phase mobile et la phase stationnaire se répercute sur
les temps de rétention des solutés. La polarité de la phase stationnaire permet de distinguer
deux situations de principe :

La phase stationnaire normale:
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Elle est constituée de gel de silice. Ce matériau est trés polaire, présente des sites hydrophiles

en surface (chromatographie sur adsorbant). II faut donc utiliser un €luant apolaire. Ainsi lors

de I'injection d'une solution, les produits polaires sont retenus dans la colonne les premiers,

contrairement aux produits apolaire qui sortent en téte. L'inconvénient d'une telle phase, c'est
une détérioration rapide au cours du temps du gel de silice, ce qui entraine un manque de
reproductibilité des séparations.

La phase stationnaire inverse :

Elle est majoritairement composée de silices greffées par des chaines linéaires de 8 ou 18
atomes de carbones (Cg et Cig). Cette phase est apolaire, présente des sites et nécessite donc
un éluant polaire (le plus souvent des mélanges de méthanol MeOH ou d'acétonitrile ACN
avec de l'eau), c'est la chromatographie en phase inverse. Dans ce cas, ce sont les composés
polaires qui seront élués en premier, et les hydrocarbures sont fortement retenus.
Contrairement 3 une phase normale, il n'y a pas d'évolution de la phase stationnaire au Cours |
du temps, et la qualité de la séparation est donc maintenue constante.
PHASE MOBILE LIQUIDE

Elle est fonction du mélange & séparer. S'il s’agit du mélange d’un produit organique : le

cyclohexane et d’un produit apolaire : ¢’est la chromatographie en phase normale ; ou d’un
produit polaire si la phase stationnaire est peu polaire : c’est la chromatographie en phase
inversée.

On peut, en mélangeant plusieurs solvants, ajuster le pouvoir d'élution de la phase mobile.

5.6 Le Détecteur

Les détecteurs font le lien entre le phénoméne physico-chimique et sa représentation visuelle
qui en permet 1’étude. Il n’existe pas de détecteur universel en chromatographie liquide, mais
plusieurs détecteurs spécifiques de grande sensibilité.

Les détecteurs les plus usuels sont :

Description du spectrophotométre UV-visible

Il mesure l'absorption de la lumiére par le produit & la sortie de la colonne. Il opére a
longueur d'onde constante, celle-ci ayant été fixée par l'opérateur. La lampe Deutérium est
utilisé pour des longueurs d'ondes variant de 190-390 nm et la lampe a vapeur de mercure est
utilisé & la longueur d'onde non variable de 254 nm.

Pour que ce type de détecteur soit utilisable, il faut que :
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- e produit & détecter absorbe la lumiére & une longueur d'onde accessible a I'appareil, et que
son coefficient d'absorption soit suffisamment grand ;
- la phase mobile n'absorbe pas la lumiére  la longueur d'onde choisie par l'opérateur.

Principe du détecteur UV (Figure 5)

D.0.
solution 4 analyser pic 4'absorhance
en sortie de colonmne
fente
source
humineuse Io 1 | fenps
- st systéme
\ détecteur d'enregistrement
lenille
focalisation monechromaleur

irajet]npﬁqun »
——— Absorhance = log{lo/T)= Et. €__ conceniration
Coefficient d'absorption molécitaire

To= imensité du Fisceau luminews incident

I = imtensité du faisceau lumineux iransmis de 1a subsiance

Figure 5 : Principe et lois générales du spectrophotomeétre

Le détecteur a absorption dans I’ultraviolet est trés sensible et sa réponse varie linéairement
avec la concentration de I’échantillon. La détection de certaines molécules s’avere cependant
impossible avec ce détecteur mais celles-ci sont en petit nombre car en choisissant bien la
longueur d’onde, presque tous les composés sont détectés, car méme si I’absorption est tres
faible, elle peut étre amplifiée. D’autre part, les facteurs de réponse varient selon la nature des
substances analysées.

Ce procédé de détection est treés utilisé car un grand nombre de solutés absorbent dans
'ultraviolet et les phases €luantes sont transparentes jusqu’a des longueurs d’onde de 200 nm.
Il existe des spectrophotométres dont la longueur d’onde est réglée par Iopérateur, des
spectrophotomeétres programmables en longueur d’onde et en sensibilité dans le temps, et
enfin les spectrophotométres & barrette de diodes.

Le passage de chaque substance séparée se traduit par la sortie de ce qu'on appelle
communément un pic, de la forme d'une courbe de Gauss (critére de pureté). Clest
I'absorbance ou densité optique (DO) ou extinction.

La surface du pic considéré est proportionnelle & la concentration de la substance qu'il

représente.]l est indispensable de traiter de la méme fagon un pic de substance témoin
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chromatographiée dans des condition identiques. Si la concentration de la substance témoin
est connue, une régle de trois fournis le résultat. Cette méthode n'est valable que si les
conditions de chromatographie sont parfaitement reproductibles et que les pics sont sépares
distinctement les un des autres. Les fractionnements de bonnes qualité impliquent une bonne
séparation des pics aussi compléte que possible et que I'étalonnage des colonnes a l'aide de
substances témoins bien choisies est indispensable. On introduit dans les substances a
chromatographier une molécule de méme nature servant d'étalon interne. Les appareilles
électronique et informatique actuel permettent d'effectuer les calculs de surfaces des pics et de
fournir directement les pourcentages de surface de chaque pic au cours d'une méme séparation
chromatographique. C'est une méthode la plus utilisé, générale, précise et reproductible.

Elle suppose néanmoins le choix d'un étalon dont le pic ne doit pas chevaucher avec les autres
solutés mais avoir une valeur de rétention proche des pics a mesurer et d'amplitude du méme

ordre de grandeur que ceux a mesurer.

Le Réfractomeétre :

Le détecteur i réfractométre différentiel est basé sur la différence d’indice de réfraction entre
la phase mobile et I'effluent a la sortie de la colonne.
Son utilisation est moins répandue que celle du détecteur 4 UV & cause de sa plus faible
sensibilité. De plus, il est trés sensible a des variations de température Il mesure la variation
de l'indice de réfraction du liquide a la sortie de la colonne. Cette mesure, extrémement
précise, dépend néanmoins de la température du liquide. On compare cet indice avec celui de
la phase mobile pure : il y a donc une référence d'ou le terme de variation de I'indice. Ce
détecteur exclut les variations de la composition de la phase mobile ; il n'est donc possible de
travailler qu'en mode isocratique avec ce détecteur. Les données sont collectées par
l'intermédiaire soit d'un intégrateur ou d'une base d'acquisition. D’autres détecteurs tels que
ceux 4 fluorescence et & conductivité électrique existent mais sont limités a la détection de

substances trés spécifiques.

5.6. Solvants

1l est recommandé de toujours employer des solvants traités spécifiquement pour la HPLC;
ils doivent étre dégazés et filtrés avant usage. Le dégazage est effectué au moment de la
filtration sous vide ou par ultra sons; il assure une bonne reproductibilité et évite I’apparition
d’une oscillation sur la ligne de base. Malgré la haute qualité des solvants, la filtration sur

filtre spécial (0,4 pm) est recommandee pour empécher I’obstruction éventuelle des orifices
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lil. LA SPECTROFLUORIMETRIE APPLIQUE A LA MESURE DE L'ORAC

1. LES RADICAUX LIBRES

Toutes les cellules de notre organisme ont besoin d’oxygeéne, en particulier pour produire de
I’énergie 2 partir des glucides, des lipides, et des protéines apportées par notre alimentation.
L’oxygéne est indispensable a la vie, mais au cours des réactions métaboliques normales,
apparaissent, en trés faibles quantités, des formes trés réactives de I’oxygéne, qui peuvent
provoquer des dommages et des 1ésions irréversibles dans l'organisme. Parmi ces dérivés
actifs de I’oxygéne, beaucoup sont des radicaux libres (RD) caractérisés par le fait qu’ils leur
manquent un électron, ce qui les rend trés instables et trés réactifs. La plupart des effets
préjudiciables de I’oxygene pourraient étre attribuées a la formation des RD de "oxygene.
L’oxygene est & Vorigine de la plupart des RD formés dans ’organisme. Les RD sont des
armes a double tranchant: ils protégent Iorganisme contre les micro-organismes et les
cellules tumorales mais ils sont aussi a I’origine de I’altération et ’'usure des tissus.

Tout atome ou molécule, neutre ou ionisée, comportant au moins un électron célibataire dans
une orbitale externe est un radical libre. Les RD sont caractérisés par une grande réactivité
chimique et une courte durée de vie.

Le métabolisme cellulaire normal produit en permanence des espéces oxygénées réactives.
Par exemple, au cours de la respiration, nécessaire a ’entretient de la vie de notre organisme,
chacune de nos cellules réduit I’oxygéne en eau. Parfois, une petite partie de cet oxygene
échappe 2 la transformation compléte, ce qui aboutit a la production en permanence d’une
espéce d’oxygéne trés réactive: I’anion superoxyde (caractéristique des RD). I se déclenche
ainsi une réaction d’oxydation en chaine, & partir des diverses réactions chimiques de notre
organisme, générant des RD, aboutissant 4 des micro-lésions des membranes cellulaires ou
des structures comme 1’ ADN.

Certaines agressions comme l’irradiation, ou les substances toxiques (alcool, médicaments,

tabac, pollution, radiation UV...) peuvent entrainer une production de RD.

2. LE STRESS OXYDATIF

On appelle stress oxydatif une augmentation de radicaux libres de l'oxygéne qui provoque
des dommages cellulaires irréversibles (Guetteridge 1993). Les mécanismes d'oxydation
sont essentiels pour le fonctionnement cellulaire, mais un déréglement peut provoquer un

stress oxydatif c'est a dire l'apparition de RD trés agressifs pour l'organisme et responsable
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de nombreuses pathologies. Le stress oxydatif correspond & une perturbation du statut
oxydatif intercellulaire (Morel et col. 1999). |

Le stress oxydatif df aux RD entraine des dégats tissulaires essenticllement par
I’oxydation des protéines de I’ADN ou des lipides.

Le stress oxydatif est largement accepté comme composant critique impliquée dans la
plupart des voies pathologiques (cancer, diabete, sida, maladies cardiovasculaire. .. .Ceriello

et al. 1998).

3. LE POUVOIR ANTIOXY DANT (ORAC)

Notre travail consiste 3 déterminer le pouvoir antioxydant total du plasma, c’est & dire sa
capacité a absorber les radicaux oxygénes libres (ORAC) ou alors sa capacité de réaction au
stress oxydatif, chez les diabétiques par comparaisons avec des sujets saints.

Notre but est donc de quantifier TORAC en utilisant une méthode physico-chimique s1mple et

particuliérement intéressante au niveau des sérums de sujets diabétiques ol le stress oxydatif

est important.

Le principe de cette méthode est Putilisation d’une sonde fluorescente, I’APC
(allophycocyanine) fluorescente, protéine présente dans les cyanobactéries (bactéries
photosynthétiques contenant, outre de la chlorophylle, différents pigments) et les algues
rouges. Cette protéine perd sa fluorescence Jorsqu’elle est agressée par des RD. L”ORAC est
alors la capacité du plasma & neutraliser les RD, donc & freiner la perte de fluorescence de
’APC.

La mesure de la fluorescence se fait grice & un spectrofluorimétre. L’ORAC de chaque
échantillon est calculé en mesurant la surface nette de protection sous la courbe cinétique de

Ja perte de fluorescence de I’ APC.

4. LA FLUORIMETRIE

La spectroscgpi§ a pour objet d'apporter des renseignements sur les interactions entre la
matiére et les rad;iations électromagnétiques. Ces interactions conduisent a des manifestations
différentes commje J’absorption ou I’émission de lumiére (luminescence).
1’ intensité lumineuse est proportionnelle aux nombres de photons.
Selon leur éneréie (hv = hc/)), les photons interagissent avec différents éléments

moléculaires ou ‘atomique qui sont résumés dans la figure 1.
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Figure 2 : Phénoménes de fluorescence et de phosphorescence
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A ’état normal, une molécule occupe un niveau électronique fondamental Eo et a l'intérieure
de ce niveau Eo un niveau de vibration Ag. Lorsque cette molécule est soumise & un apport
d’énergie lumineuse suffisant sous forme de rayonnement (X ou UV), elle est activée
(absorption d’énergie) et passe & un niveau ou état d’énergie supérieur électronique dit excite
Eex, aprés étre passé par un niveau de vibration By instable de courte durée de vie (environ
10" secondes). Ensuite la molécule revient rapidement a I’état fondamental (de 10 a 10"
secondes) en cédant de I’énergie au milieu, soit sous forme de lumiére (luminescence) soit
sous forme de chaleur, étant due 3 des chocs intermoléculaires. La luminescence est un
phénoméne qui se traduit soit par la fluorescence a partir de I'état excité soit par
phosphorescence a partir d’un état métastable (intermédiaire entre I'ctat excité et 'état
fondamental).

La fluorescence se produit trés rapidement tandis que la phosphorescence persiste un peut
plus aprés I’arrét de Pirradiation de Pexcitation. Au cours de ces phénomenes de retour a
I’ état fondamentale, la perte d’énergie sous forme de chaleur due aux chocs intermoléculaires
implique que la radiation émise a toujours une énergie inférieure a celle de la radiation
excitatrice. Ainsi, la longueur d'onde A de la fluorescence correspondante & I'émission de
lumiére visible par une substance est toujours supérieure a celle de la radiation visible ou
invisible qui a servi a I'excitation A, Ar > . Ceci correspond 4 la loi de Stokes (figure 2).
Toutes les molécules ne fluorescent pas, mais il en existe un grand nombre. On peut
susciter la fluorescence de certains composes, car leur structure moléculaire différe de celle
de la plupart des composés a base carbonique, qui ont des liaisons normaux carbone-
hydrogéne. La plupart des composés fluorescents renferment des noyaux aromatiques et
sont & base de pétrole ou d’hydrocarbure.

Quelques composés présents dans la nature émettent une fluorescence, et c’est le cas
notamment de la chlorophylle contenue dans les feuilles des plantes.

Les glaucophytes forment un petit groupe d’alguesi dont I’origine est encore mystérieuse.
L’analyse de leurs séquences d’ADNr codés indiquent qu’ils ont des ancétres avec les
algues rouges vertes/plantes. Ces algues sont caractérisées par un plaste particulier, la
cyanelle, une cyanobactérie, qui outre la chlorophylle a comporte des pigments
surnuméraires bleus/verts tel que le phycoérythrine, le phycocyanine et I’allophycocyanine.
Ces pigments sont des hétéroprotéines avec une partie non protéique responsable de la
fonction fluorescente de la molécule aprés absorption de photons correspondant &

1’ensemble des radiations visibles du rayonnement solaire.
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Mesure du temps de vie de fluorescence

La fluorescence a une durée de vie qui suit, en fonction du temps, une loi exponentielle
(figure 3). Il est possible pour mesurer ce paramétre d’utiliser un spectrofluorimetre ou un
fluorimétre. Entre ces deux types d’appareil, le spectrofluorimétre a la possibilité d’explorer
tout le domaine spectrale (UV et visible) et d’enregistrer les spectres d’excitation et de
fluorescence en fonction des longueurs d’onde. Les simples fluorimétres utilisent des filtres
colorés ou interférentiels et permettent seulement de travailler a longueur d’onde fixe

d’excitation ou de fluorescence.

5. LE SPECTROFLUORIMETRE

Ce procédé utilise le phénomene de fluorescence naturelle pour I'analyse: certains composés
organiques absorbent des radiations dans l'ultraviolet et réémettent & une longueur d’onde
supérieure. La réponse est linéaire en fonction de la concentration aux faibles valeurs de celle-
ci. C’est pourquoi on utilise cette technique pour I’étude de traces (les quantités minimales
détectables peuvent €tre de quelques femtomoles). On peut encore abaisser ce seuil en
diminuant le bruit de fond. Pour cela, il est possible de substituer un laser 4 la source
lumineuse classique, ou alors d’utiliser une excitation chimique & la place de I’excitation
lumineuse (on parle alors de chimiluminescence). La fluorimétrie est trés sensible mais aussi
trés sélective (peu de molécules sont naturellement fluorescentes). Grice a des techniques de
dérivation pré- ou post colonne, il est néanmoins possible de modifier les molécules afin de
les rendre fluorescentes

Un spectrofluorimétre comprend (figure 4):

- Une source lumineuse grice en générale a une lampe arc au xénon-mercure qui émet un
spectre d’intensité continu de 200 a 800 nm environ.

- Des monochromateurs a prisme ou & réseau qui permet d’isoler des bandes passantes
étroite et d’analyser les spectres par rotation de prismes ou de réseaux. Cette rotation
est effectué par un moteur synchronisé avec Ienregistreur permet ainsi directement
I'inscription graphique du spectre.

- Les cuves, pour contenir les échantillons a analyser, en quartz poli sur les 4 faces (prix
¢levé), ou en milieux synthétiques

- Un détecteur qui permet d’obtenir un signal d’intensité proportionnelle a la

fluorescence, relié & un enregistreur
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1. Les échantillons biologiques

Les échantillons de sang proviennent de:

- patients diabétiques insulinodépendants (DID, ou type 1) et non insulinodépendants
(DNID, ou type 2) recrutés au service de médecine interne du centre hospitalo-
universitaire de Tlemcen

- sujets sains volontaires, exempts de toute pathologie

Les prélévements de sang se font sur la veine du pli du coude a jeun.

1. Une quantité de sang prélevé est récuperée dans des tubes 8 EDTA (anticoagulant) :

Certains de ces échantillons de sang prélevés sur EDTA servent a lisolement des

lymphocytes. Les autres sont centrifugés 4 3000 tr/min pendant 15 minutes puis apres

prélévement du plasma, le culot (dépdt accumulé au fond du tube) est mesuré puis utilisé
pour l'isolement des membranes des globules rouges.

2. L'autre partie est recueillie dans des tubes secs :

Aprés coagulation du sang prélevé sur tubes secs, et centrifugation 3000 tr/min pendant 15

min, le sérum est récupéré et est conserve avec une solution NaNj3 4 0,2% et de Na; EDTA a

10%, & raison de 10 ul/ml en vue des différents dosages.

Le sérum est ainsi utilisé pour lisolement des lipoprotéines, le dosage des vitamines et la

détermination de 'ORAC

II. Les Méthodes utilisées :

II.1. Séparation des lipoprotéines par ultracentrifugation

IL.1.1. Isolement des lipoprotéines de densité < 1,21g/ml

La densité du sérum est ajustée & 1,21g/ml, par addition de KBr sec (0,322g/ml de sérum),
selon la technique de Havel RJ et al. 1955.
Les lipoprotéines totales sont isolées a partir de 2ml de sérum, par ultracentrifugation de
flottaison & 122.000g, pendant 48h, & 15°C, dans une ultracentrifugeuse Beckman de type L8-
55, équipée d'un rotor 50Ti.
Pour cela, le sérum alourdi est placé au fond d'un tube en polyallomer & paroi rigide, avec 4
ml de solution KBr/NaCl de densité égale & 1,21. Cette premicre ultracentrifugation permet
d'obtenir les lipoprotéines totales purifiées, avec seulement quelques traces d'albumines et de

globulines.
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I1.1.2. Isolement des fractions VLDL, LDL et HDL a partir des lipoprotéines totales
(d<1,21g/ml)

Les différentes fractions des lipoprotéines sont séparées par ultracentrifugation sur gradient
de densité, selon la technique de Redgrave TG et al. (1975) modifiée. Dans un tube &
centrifuger en polyallomer de 13,5ml de volume, un gradient discontinu est formé de la fagon
indiquée sur la figure 1.

A 2 l'aide d'une seringue en verre de Sml, munie d'un embout de la longueur du tube, des
solutions salines de KBr et de NaCl de différentes densités sont déposés au fond du tube, en
commengant par 2ml d'une solution de densité 1,005g/ml, puis en dessous de celle-ci, Iml
dune solution de densité 1,150g/ml, puis, 2ml d'une solution de densité 1,21g/ml, et enfin,
2,5ml de lipoprotéines totales alourdies a Ja densité 1,24g/ml par addition de solution
NaClIKBr de densité 1,346g/ml. Cette opération doit se faire avec beaucoup de soins afin de
respecter les paliers de gradient.

Les tubes sont ensuite placés dans un rotor Beckman type SW41, et sont centrifugés 24h a
172000g a 15°C, dans l'ultracentrifugeuse Beckman L8-55

Aprés centrifugation, et apres avoir prélevé avec une pipette automatique les VLDL
surnageantes visibles sous forme d'un anneau lactescent & la surface du tube, les autres
lipoprotéines sont prélevées en continu. Le systéme de récupération utilisé est schématisé sur
la figure 2: Durant cette opération, les pics correspondants aux fractions LDL et HDL sont
identifiés par spectrophotométrie a une longueur d'onde de 280nm (figure 3).

Les différentes fractions de lipoprotéines sont ensuite dialysées contre du NaCl 0,15M, pH7,4,
contenant 0,04% de Na2 EDTA, sous agitation constante, pendant 24h a 4°C.

Les  différentes lipoprotéines sont remises aux biologistes pour étre analysés (dosage
cholestérol, triglycéride ...)

I1.1.3. Isolement des membranes des globules rouges

Le culot obtenu aprés centrifugation des échantillons de sang prélevé sur EDTA, est lavé 3
fois de suite avec une solution tampon isotonique & pH 7.6. Une hémolyse des globules
rouges est effectuée par la suite avec une solution tampon hypotonique pH 7.8. Apres
centrifugation & 10000tr/mn & 4°C, et lavage avec l'eau distillée, les membranes sont

récupérées sous forme de culot.
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11.1.4. Isolement des lymphocytes

L'isolement des lymphocytes se fait grace au ficoll, dont la densité est supérieure a celle des
lymphocytes, ce qui permet a ces derniers de s'isoler en forme d'anneau. Aprés une
centrifugation, il est facile de les récupérer & l'interface entre le plasma et le ficoll. Aprés
I'élimination du plasma par aspiration douce, l'anneau qui contient les cellules sanguines
mononucléaires est aspiré a son tour en évitant de prélever le ficoll. (figure 4)
La grande recommandation est d'éviter de mélanger le sang au ficoll au début de la
manipulation, afin d'avoir une séparation nette des deux phases.
Remarques : - Il faut respecter les rapports en volume (ficollL/sang; 3/4, V/V) sinon on risque

une contamination avec les globules rouges. - Le plasma peut &tre utilisé pour les dosages.

‘Aprés cela, les lymphocytes sont lavés avec une solution saline pour éliminer les

contaminants (plaquettes, plasma, ficoll...)

Pour le lavage, on procéde de la fagon suivante:

L'anneau contenant les lymphocytes est transféré dans un tube & centrifuger propre a l'aide
d'une pipette pasteur. 6ml de solution saline équilibrée composée a son tour d'un mélange de
deux solutions qui sont :

Solution A : D-glucose anhydre 0,1% (concentration 1g/l), CaClLx2H,O 5x10°M
(concentration 0,0074g/l), MgClLx6H,0 9,8x10*M (concentration 0,1992¢/1), KCl
5,4x10°M (concentration 0,4026g/1),  Tris 0,145M (concentration 17,765g/1), pH 7,6
Solution B : NaCl 0,14M (concentration 8,19g/1)

1 volume de solution A / 9volume de solution B sont ajoutés

Aprés mélange et centrifugation & 100g pendant 10 min 4 18°C, le surnageant est enlevé.

L'opération est recommencée 2 fois, et les lymphocytes sont préts a 1'emploi.

IL2. Détermination de la_composition _en acides gras des lipides membranaires par

chromatographie gazeuse (CPG)

L'extraction des lipides membranaires des globules rouges et des lymphocytes se fait par la
méthode de Blight and Dyer 1959 grdce 4 un mélange méthanol/chloroforme/NaCl 2M
(1/1/0,9;V/V/V).

La séparation des phospholipides, composant phospholipidique majeur des membranes, se fait
par chromatographie sur couche mince (CCM):

L'extrait lipidique est déposé sur les plaques de gel de silice (G 60, Merck, Allemagne). La

migration se fait grice & un mélange d'hexane, d'éther diéthylique, et d'acide acétique
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(90/30/1; V/V/V). Aprés migration, la révélation se fait grice aux vapeurs d'iode. Les
phospholipides qui demeurent au niveaﬁ du dépdt, sont grattés dans un tube en verre sovirel.

La composition des acides gras des phospholipides est déterminée par la chromatographie
CPG: Apres addition d'une quantité connue de standard interne (acide héptadécanoique:
17:0, C17H340, dilué dans du benzéne a 2mg/ml), les AG sont saponifiés grace a l'addition de
NaOH méthanolique, puis sont méthylés par le bromotrifluoromethanol (BF3). La séparation

des différents AG est réalisée par la suite par CPG (colonne capillaire en pyrex de 39m de

longueur et 0,3 mm de diamétre interne, remplie avec du carbowax 20M, Applied Sciences

Labs, State College, PA). Le chromatographe est équipé d'un injecteur de type ROS et d'un
détecteur & ionisation de flamme relié & un intégrateur-calculateur Enica 21 (Delsi
instruments, France). L'identification des AG est réalisée par comparaison de leurs temps de
rétention avec ceux des standards d'AG (Elysiam, USA). La surface des pics d'AG est

proportionnelle & leur quantité; elle est calculée a I'aide d'un intégrateur.

IL3. Dosage des vitamines A et E par chromatographie liquide haute performance

HPLO)

Les vitamines A(rétinol) et E(a tocophérol) sériques sont analysés par HPLC en phase

inverse selon la méthode de Zaman Z et al. 1993. Cette méthode permet une analyse
quantitative basée sur le fait que l'air des pics chromatographiques est proportionnelle a la
concentration des vitamines A ou E présente dans le sérum, par comparaison au pic de I'étalon
interne, Tocol (Lara Spiral, Couternon, France), introduit dans I'échantillon avant l'injectioh
dans le chromatographe.

La phase stationnaire inverse est composée de silice greffée par des chaines linéaires de 18
atomes de carbones (colonne C18; 200mmx4,6mm; Lara Spiral). La phase mobile est
constituée par le mélange méthanol/eau (98/2, V/V), délivrée a un débit constant, 1ml/min
grice & une pompe (Waters 501 HPLC Pomp).

Apres précipitation des protéines par 1'éthanol et addition de l'étalon interne (Spg de tocol
poﬁr 200p1 de plasma), les vitamines A et E sont extraites du sérum par 'hexane.

Par la suite, 'hexane est évaporé sous vide. Le résidu est repris dans le méthanol. Les dosages
des vitamines A et E sont réalisés par HPLC équipé d'un détecteur a absorption UV qui
permet de détecter le pic correspondant 2 la vitamine E 4 292nm et celui de la vitamine A a

325nm.
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IL.4. Détermination du pouvoir antioxydant total (ORAQ) par fluorimétrie

Notre but est de quantifier la capacité d'absorption des radicaux oxygenes (ORAC) du plasma
c'est a dire de déterminer le pouvoir antioxydant total du sérum.

L’ORAC est déterminé par une méthode physico-chimique simple selon le protocole Cao et
al. 1993. C’est une méthode particulidrement intéressante au niveau de sérums de sujets
diabétiques ot le stress oxydatif est important.

Le principe de cette méthode est I'utilisation d’une sonde fluorescente, I’APC
(allophycocyanine) fluorescente, protéine présente dans les cyanobactéries et les algues
rouges. Cette protéine perd sa fluorescence lorsqu’elle est agressée par des radicaux libres.
L’ORAC est alors la capacité du plasma @ neutraliser les RD, donc a freiner la perte de
fluorescence de I’APC.

Cette sonde est trés sensible aux radicaux hydroxyles qui sont généré par H,0, et Cu?" dans le
milieu d’incubation..

Le milieu réactionnel contient 37.5 nM d’APC, 9.10° M Cu®" et 0,3% H,0, dans un tampon
phosphate 0.075M, Ph=7. Ce milieu correspond au blanc de la réaction.

20ul de plasma ou de Trolox (Ci4H;50, : analogue de la vitamine E, 1 uM) sont ajoutés au
milieu réactionnel qui correspond dans ce cas a I’essai ou au standard, respectivement.

La fluorescence de I’APC a I’émission 651 nm et & I’excitation 598 nm, est mesurée toutes les

5 minutes a 37°C jusqu’a disparition totale de la fluorescence (pratiquement 1 heure aprés)

par un spectrofluorimétre (SFM25 Kontran Instrument). On obtient des courbes cinétique de

perte de fluorescence de chaque échantillon par rapport aux courbes blanc du milieu
réactionnelle et Trolox du milieu de référence.

L’utilisation du Trolox sert & protéger cette sonde. Ainsi la courbe de dégradation de la sonde
(émission de fluorescence) en fonction du temps sera moins rapide donc décalée par rapport &
celle du blanc. Ainsi une unité ORAC correspond a ce décalage de la courbe soit & la
protection ORAC.

La courbe de décroissance du sérum permet donc de déterminer le pouvoir antioxydant (donc
protecteur) total du sérum, et sera mentionné en unité ORAC.,

IPORAC est déterminé chez 4 types de sérums :

- des sujets atteints de diabéte type I

- des sujets atteints de diabéte typell

- des sujets diabétiques et hypertendus

- des sujets témoins sans patrologies



4 cuves sont préparées pour lancer I’opération de lecture systématique dé la fluorescence sur
le spectrofluorimétre toutes les 5 minutes pendant 65 minutes, pour établir les courbes
cinétiques

- cuve 1 ou blanc: la sonde est mise dans un tampon , puis ajout de HyO, et (Cu2+ ,S045)
comme générateur de RD — on observe une perte rapide de fluorescence.

- cuve 2 : méme solution + le Trolox (analogue hydrosoluble de la vitamine E) — on
observe une perte moins rapide de la fluorescence. Cette expérience permet d'établir la
courbe Trolox unité ORAC (norme). on dit que la sonde sert & protéger la sonde.

- cuves 3 et 4 : mémes solutions que cuve 1 + sérums (échantillons diabétique puis témoin
respectivement) — on observe également une protection (action du pouvoir antioxydant
sur les RD), c'est & dire une décroissance moins rapide de la courbe.

L’ORAC de chaque échantillon est calculé en mesurant la surface S de protection nette sous

les courbes cinétiques de la perte de fluorescence de I’APC.

Ainsi : ORA Céchantillon = (Séchantillon — Shlanc)/(Strolox — Sblanc)

O S = Aire calculé entre la courbe de perte de fluorescence et I’axe des temps.

L’ORAC de chaque échantillon est ainsi calculé par rapport & ’ORAC du Trolox de

référence. (ORACtrolox = 1).

11.5. Mesure-de la ﬂuidité par RPE (résonance paramagnétique électronique)

I1.5.1. Mesure de la fluidité des membranes microsomales par RPE

5.1.1. Préparation des microsomes hépatiques

Aprés sacrifice des rats, le foie est prélevé, rincé a l'aide d'une solution de chlorure de sodium
4 0,15M, séché sur papier filtre puis pesé. Une partie aliquote du foie (3.5g) est broyce et
homogénéisée dans un tampon phosphate 0.05M (di-sodium hydrogenophosphate, 0.0034M
et potassium dihydrogénophosphate, 0.016M), pH7.4. L'homogénat ainsi obtenu est
centrifugé & 10000xg pendant 30min & l'aide d'une centrifugeuse J21 (Beckman, Palo Alto),
réfrigérée 4 4°C. Le culot de centrifugation est composé de débris et noyaux cellulaires ainsi
que des mitochondries. Le surnageant contient les microsomes et le cytosol. Le surnageant est
prélevé puis ultracentrifugé & 105000xg pendant 1h (ultracentrifugeuse L.5-65 et rotor 60TT),
Beckman), 4 4°C. Cette ultracentrifugation permet l'obtention d'un culot microsomal.

Pour les mesures de fluidité, le culot micjrosomal est remis en suspension dans du tampon
phosphate 0.05M, pH7.4 puis est lavé a iOSOOOxg pendant 1h, puis ensuite repris dans un
potter Elvejhem par 1ml de tampon phosphate 0.05M, pH7.4.



5.1.2.A pplication de la RPE i I'étude de la fluidité des membranes microsomales

Pour notre étude, nous avons utilisé les analogues d'acides gras, les acides doxyl stéariques :
l'acide 5 doxyl stérique (5-DS), l'acide 10 doxyl stérique (10-DS) I'acide 12 doxyl stéarique
(12-DS) et lacide 16 doxyl stéarique (16-DS). Ces acides gras paramagnétiques se
comportent de maniére identique & des acides gras diamagnétiques. Dans une membranes
biologique, ces acides gras sont orienté perpendiculairement & la surface de la membrane de
sorte que le groupement polaire soit en contact avec le milieu acqueux, et la chaine
hydrocarbonée en contact avec les chaines d'acides gras phospholipides membranaires
environnants (Hubbell et Mc Connell 1969). Ainsi , le 5.DS rapporte les mouvements
moléculaires a la surface de la membrane,'alors que le 10-DS et le 12-DS rapportent les
mouvements moléculaires au cceur de la membrane. Etant donné la présence d'un groupement
carboxylique ionisé, la position de la sonde paramagnétique dans la membrane est influencée
par le pH du milieu (Barrat et Laggner 1974)
La fluidité des membranes microsomales est déterminée & partir des spectres de RPE, par le
calcul d'un paramétre d'ordre S des sondes paramagnétiques d'acides 5-DS et 10-DS
incorporés dans la membrane microsomale. Les acides gras paramagnétiques sont fournis par
Sigma-Aldrich (Saint Quentin Fallavier, France).
La quantité de sonde ajoutée au systéme biologique est déterminée afin d'avoir un rapport
massique sonde/protéines microsomales de 1/1000, de facon a éviter d'éventuelles
perturbations du systéme biologique par la sonde paramaghétique. L'incorporation de la sonde
dans la membrane microsomale se fait de la fagon suivante: un volume adéquat (ul) d'une
solution mére d'acide 5-DS a 10.34mg/ml dans I'éthanol absolu, diluée au 1/100°™ dans un
tampon phosphate 0.005M, pH7.4 est ajouté 4 un volume complémentaire de la suspension de
membrane microsomales, afin d'obtenir un volume final de 60 pl. Le milieu est agité au
Vortex pendant 30 secondes avant d'étre transféré dans un tube capillaire en quarz, qui est
ensuite placé dans la cavité arriére d'une double cavité Bruker (Wissembourg, France) pour la
mesure de fluidité. L'incorporation du 10-DS se fait de la méme fagon a partir d'une solution
mére & 6.23mg/ml dans I'éthanol absolu, diluée au 1/100°™ dans du tampon phosphate
0.005M, pH7.4.
Deux mesures indépendantes sont effectuées par échantillon, & trois températures différentes:
25, 37 et 45°C. Une attente de 5 min est effectuée entre chaque changement de température.
Les conditions d'enregistrement des spectres de RPE : Les spectres sont obtenus a l'aide d'un
spectrométre de RPE ESP 300" Bruker (Wissembourg, France), équipé d'une unité de

température variable. Un spectre de RPE est le résultat de l'accumulation de 10 balayages du
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champ magnétique de 100G. L'amplitude de la modulation du signal est de 1G, pour un temps
de conversion et une constante de temps de 81.92ms. La fréquence des micro-ondes est de
9.62Ghz et leur puissance de 10mW. L'enregistrement du spectre est réalisé avec un gain de

1.10°,

11.5.2. Mesure des la fluidité des lipoprotéines par RPE

Les LDL, lipoprotéines de basse densité sont choisies car elles représentent la fraction
lipoprotéine la plus importante chez I'homme. Les LDL sont isolées a partir du sérum par
ultracentrifugation.
Les acides gras paramagnétiques 5-DS, 10D-S et 12 D-S sont conservés a 4°C sous forme
dune solution mére concentrée dans I'éthanol absolu. La quantité final d'acides gras
paramagnétiques dans le milieu d'incubation des lipoprotéines est déterminée de facon a
maintenir le rapport acides gras paramagnétiques/cholesterol total de 1/500 afin d'éviter des
modifications de la structure des lipoprotéines. Ainsi, 0.01mmole/l de 5-DS, 10-DS ou 12D-S
sont ajoutés aux fractions de lipoprotéines LDL par dissolution d'une solution de I'acide gras
paramagnétique dans le milieu. Le mélange est agité vigoureusement, puis est transféré dans
une cellule plate en quartz (Bruker, Wissembourg). L'utilisation de cette cellule permet de
faire la mesure sur un volume de 1 ml, ou plus, d'échantillon. La cellule plate est placée dans
une cavité de résonance simple TM 110 (Bruker) d'un spectrométre Bruker ESP 300F.
Dans nos conditions expérimentales: Les conditions d'enregistrement des spectres de RPE:
Les spectres sont enregistrés a 37°C dans les conditions suivantes: amplitude de la modulation
1G, puissance et fréquence des radiations micro-ondes de 10mW et 0.62GHz respectivement.
Un spectre de RPE correspond 3 I'accumulation de 10 balayages du champ magnétique H est
effectué sur 100 Gauss (G) en 81.63ms, entre 3360G et 3460G.

Mesure du paramétre d'ordre S

S = (T//-TL)(Tzz-Txx)x(an/a'n)

Avec an=1/3(Txx+Tyy+Tzz)=14.1G ; an=1/3(T/+T1)

T// et TL représentent la moitié de la distance du premier extremum jusqu'au dernier

minimum, et la moitié de la distance du premier minimum au dernier extremum,

respectivement.
Txx, Tyy et Tzz sont des composantes du tenseur 'hyperﬁn T déterminé a partir des acides

gras paramagnetiques orientés dans un cristal (Schindler et Seelig 1973).
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Tzz-Txx est égale a4 250.G. Le paramétre d'ordre S permet donc d'exprimer la fluidité du
domaine environnant la sonde paramagnétique. S varie de 1 & 0, S=1 correspondant a un
environnement extrémement rigide , S=0 correspondant & un environnement extrémement

fluide

IIL Analyse statistique

Les résultats obtenus sont exprimés sous forme de moyenne =+ erreur standard. Aprés analyse
de la variance, la comparaison des moyennes entre les diabétiques et les témoins est réalisée
par le test "t" de Student.

Tous les calculs sont réalisés a I'aide d'un programme statistique informatisé STATISTICA
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RESULTATS ET DISCUSSION
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I. Composition en acides gras des phospholipides membranaires déterminée par CPG:
Les acides gras sont les composants importants des lipides et des membranes dont découlent
la plupart de leurs propriétés métaboliques. Une altération du métabolisme des acides gras,
reflétée par la composition en AG dés lipides sériques et des membranes cellulaires, entraine
des modifications pathologiques touchant plusieurs aspects de la fonction cellulaire. Ainsi, la
détermination de la composition en AG de l'organisme a un intérét particulier dans la
connaissance pathologique visant un but thérapeutique ou prophylactique. La
chromatographie en phase gazeuse permet la séparation et l'identification des AG par leurs
temps de rétention par rapport a des étalons purs et offre donc un moyen siir et sensible pour
la détermination de la composition en AG des membranes de I'organisme.
I.1.Composition en AG des phospholipides (PL) des membranes de globules rouges
L'importance des PL membranaires dans les processus physiologiques et pathologiques a
considérablement accru I'intérét de leur étude. Leur compositién en AG influence la fluidité
membranaire (Watt, 1989).
Les membranes des globules rouges, cellules sanguines trés abondantes, peuvent étre
facilement isolées et reflétent en général la composition en AG de toutes les membranes de
l'organisme.
Les conditions expérimentales de la CPG utilisées dans notre travail permettent une bonne
séparation des AG membranaires qui se traduit par une séparation distincte des pics
correspondants & chacun des AG. Par la suite, l'identification des AG est réalisée par
comparaison de leur temps de rétention avec ceux de standards d'AG (figure 1). Cette
méthode permet aussi une analyse quantitative basée sur le fait que l'aire des pics
chromatographiques est proportionnelle a la concentration en AG. Dans notre étude, l'analyse
par CPG des membranes de sujets témoins, ainsi que des membranes de patients diabétiques
donne un profil chromatographique représenté dans la figure 2. L'exploitation des résultats
obtenus par CPG montre des modifications de la composition en AG des membranes de
globules rouges chez les diabétiques comparés aux témoins (figure 3).
Ainsi grace a la CPG, des modifications de la composition des membranes sont mises en
évidence et sont exploitées par les biologistes et les médecins pour une meilleure

compréhension des pathologies humaines comme le diabéte.
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Figure 3 : Principaux AG des PL des membranes des globules rouges chez les Témoins et les
Diabétiques (populations : hommes et femmes)

Chaque valeur représente la moyenne + erreur standard (ES)

AGS : acides gras saturés;

AGMIS : acides gras monoinsaturés

La comparaison des moyennes entre témoins et les diabétiques est réalisée par le test "t" de
student, aprés analyse de variance, p*<0.05; p**<0.01



1.2. Composition en AG des membranes des lymphocytes

Les lymphocytes, une autre population de cellules sanguines jouent un rdle important dans
limmunité et sont particuliérement impliqués dans le diabete. La détermination de la
composition en AG des membranes de ces cellules est nécessaire pour bien comprendre leur
fonction.
Nous avons utilisé les mémes conditions expérimentales de CPG que pour les membranes de
globules rouges. L'exploitation des résultats, obtenus grice aux chromatogrammes des
membranes de lymphocytes, montre aussi des modifications de la composition en AG des

membranes des lymphocytes des diabétiques comparés aux témoins (figure 4).

II. Teneurs sériques en vitamines A et E analysées par HPLC

Un nombre d'études épidémiologiques indiquent qu'une alimentation riche en vitamines est
associée avec réduction du risque de développer des accidents cardio-vasculaires ou différents
types de cancer (Hankin et al., 1984; Willet et al., 1984; Christen et al.,2000). Sur la base de
ces données, une attention de plus en plus grande est accordée aux vitamines antloxydantes
capables de prévenir l'apparition de ces maladies, particuliérement les vitamines A et E. Il est
donc nécessaire de développer une méthode rapide et stire pour analyser ces vitamines dans
Jes fluides biologiques. La HPLC est actuellement la méthode de choix, la plus précise pour
quantifier les vitamines sériques.
En effet, dans notre travail, les conditions expérimentales de la HPLC permettent une bonne
séparation et la quantification simultanée des vitamines A et E du sérum. Le détecteur utilisé
est un dispositif spectrophotométrique UV programmable mesurant la densité optique a
292nm pour la détection de la vitamine E et 325nm pour la détection de la vitamine A.
I 'utilisation du tocol comme étalon interne permet une analyse quantitative précise. Les tracés
chromatographiques obtenus par HPLC sont du type représenté dans la figure 1. Nos résultats
montrent que les teneurs sériques en vitamines A et E chez les diabétiques sont
significativement diminuées comparées aux valeurs des témoins (figure 2).
Ces résultats ont fait I'objet d'une publication internationale ci-jointe.
Ainsi la méthode HPLC apparait comme un moyen adéquat pour l'estimation des variations
des teneurs en vitamines en cas de pathologies. Elle est utilisée par plusieurs auteurs pour la
détermination quantitative des vitamines (Stacewicz-Spapuntzakis et al., 1987; Paulo et al,,

1999; Bieri et al., 1985)
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II1. Pouvoir antioxydant total (ORAC) déterminé par fluorimétrie

Le métabolisme cellulaire normal produit en permanence des espéces oxygénées réactive.
Ces mécanismes d'oxydation sont essentiels pour le fonctionnement cellulaire, mais un
déréglement peut provoquer un stress oxydatif c'est a dire I'apparition de radicaux libres (RD)
trés agressifs pour 1’organisme (Fontaine E., 2002). En effet le stress oxydatif largement
accepté comme étant critique de plusieurs pathologies comme maladies cardio-vasculaires ,
cancers et diabéte. Normalement I'organisme posséde des moyens de défense contre les RD.
Ce systéme antioxydant est constitué par les vitamines A, E et C, les enzymes érythrocytaires
antioxydantes et d'autres molécules organiques comme le transferrine, ferritine,
céruloplassmine, 'albumine. Lorsque ce systéme antioxydant est dépassé, le stress oxydatif
apparait (Demple B et al., 1991; Will JC et al. 1996). Il y a donc un grand besoin de
développer une technique sire pour la mesure globale du statut antioxydant de l'organisme.
Mise au point méthodologique
La méthode choisie est basée sur l'utilisation d'une sonde fluorescente l'allophycocyanine
(APC) sensible au stress oxydatif généré par HyO; et Cu** (générateur de RD).
L'utilisation du Trolox, analogue hydrosoluble de la vitamine E sert a protéger la sonde qui est
mise en présence de HyO; et Cu?* . Ceci se traduit par une perte rapide de la fluorescence
(blanc). Si la sonde est mise avec HyO, et Cu®, et en plus le Trolox, il y a une certaine
protection (figures 5).
Ainsi, la perte de fluorescence est moins rapide au cours du temps. Il y a donc un décalage de
la courbe en fonction du temps (30 4 60 min). La présence du sérum d'un sujet témoins dans
le milieu d'incubation induit aussi la protection de la sonde, car dans le sérum, il y a plusieurs
antioxydants comme les vitamines A, E et C, albumine, bilirubine, enzymes...etc.
La courbe obtenue en présence du sérum témoin se rapproche de celle du Trolox. En présence
d'un sérum d'un sujet diabétique, la protection de la sonde est moins importante que celle du
témoin. Nous remarquons qu'en présence d'un sérum témoin, la perte de 50% de la
fluorescence de I'APC se fait aprés environ 40 min, alors qu'en présence d'un sérum
diabétique, la perte de 50% de fluorescence est notée aprés 15 a 20 min. Ceci traduit un
pouvoir antioxydant total chez les diabétiques plus faible que chez les témoins.
La figure 6 montre les valeurs ORAC chez les diabétiques et chez les témoins.
La méthode fluorimétrique utilisée dans notre travail permet d'explorer le statut antioxydant
global de l'organisme et donc d'apprécier l'existence d'un stress oxydatif en cas de

pathologies.
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IV. Fluidité des membranes ét des lipoprotéines déterminée par la RPE

1. Fluidité des membranes

Les mouvements des acides gras paramagnétiques incorporés a un édifice lipidique
(membrane) sont lents car restreints par leur environnement lipidique. Cette condition permet
le calcul d'un parametre d'ordre S:

Le paramétre d'ordre S est calculé & partir des spectres RPE selon la formule citée dans le
paragraphe précédent (matériel et méthode)

Un exemple de spectre RPE est donné dans la figure 1. De plus les spectres obtenus pour les
5.DS, 10-DS et 12-DS incorporés dans des membranes microsomales hépatiques d'un rat
témoin sont présentés figure 2. Ces spectres sont représentatifs de mouvements lents. Les
mouvements sont de moins en moins lents lorsque le radical nitroxyde est déplace du
carbonne 5 vers le carbone 12. Le paramétre d'ordre S diminue de 0.601 a 0.396
respectivement pour le 5-DS et 10-DS, & 37°C, indiquant que la fluidité augmente au cceur de
]a membrane. Cette progression de valeur du paramétre d'ordre correspond & un gradient de
fluidité membranaire (Hubbell et McConnell 1969; Gaffney 1975).

Dans une membrane biologique, la chaine des AG a un mouvement définissant un cone de
rotation. L'amplitude du mouvement est plus importante a l'extrémité CH3 terminal de la
chaine et plus faible & proximité du groupement polaire de la chaine. De ce fait, le paramétre
d'ordre S diminue lorsque 'amplitude des mouvements augmente.

Dans la pratique, plus S diminue et plus la fluidité membranaire augmente.

L'utilisation des 2 AG paramagnétiques 5-DS et 10-DS permet de déterminer la fluidité en
surface de la membrane (avec le 5-DS) et au ceeur de la membrane (avec le 10-DS).

La RPE dans notre travail nous a permis de déterminer et de comparer la fluidité des
membranés des rats témoins et des rats diabétiques.

Ainsi, le paramétre S du 5-DS .incorporé aux membranes microsomales des rats diabétiques
est significativement plus élevé que celui mesuré pour les membranes microsomales. des rats
témoins (figure 3). De plus, S du 10-DS mesuré pour les membranes des rats diabétiques est
aussi significativement augmenté compar¢ a celui déterminé pour les membranes des rats
témoins figure 3

Ces résultats montrent une diminution de la fluidité mesurée en surface et au coeur des

membranes chez les rats diabétiques comparés aux témoins.

83



#1z

'Figure 1: Spectre RPE et détermination des paramétre 2T et 2T

Spectre de I'acide 5 doxyl stéarique incorporé dans la membrane microsomale d'un rat
normale

8¢_'
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10G

Figure 2: Spectres des acides 5 doxyl stéarique 5-DS, 10 doxyl stéarique 10-DS et 12 doxyl
stéarique 12-DS incorporés dans une membrane microsomale hépatique d'un rat témoin.
S : paramétre d'ordre. Enregistrement effectué a 37°C



Parametre d'ordre S
1 Rats témoins

* | B Rats diabétique
0,8

0,6
0.4 -
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Figure 3 : Paramétre d'ordre S de I'acide 5 doxyl stéarique (5-DS) et de l'acide 10 doxyl
stéarique (10-DS) incorporés dans les membranes microsomales hépatiques des rats
témoins et diabétiques.

Le paramétre d'ordre S est déterminé a 37°C

Les valeurs représentent les moyennes + ES pour 4 rats dans chaque lot.

* P<0,01 selon le test de Student
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La composition

en AG est fortement impliquée dans la fluidité des membranes (Stubbs et

Smith 1984). Les modifications des teneurs en AG monoinsaturés et polyinsaturés
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jont, en partie, & l'altération de la fluidité des membranes microsomales
hotre étude, chez le rat diabétique.

holestérol total des membranes, connu comme étant un modulateur puissant

mbranaire (Brenner, 1990) peuvent aussi participer a l'altération de la fluidité

ipoprotéines LDL

e RPE obtenus pour les différents AG paramagnétiques incorporés dans des
ntés figure 4. Afin d'éclaircir les représentations, la localisation des sondes
s est figurée sur une coupe schématique de LDL. D'aprés cette coupe
5-DS est présumé refléter la mobilité des molécules situces dans le domaine
oprotéine, c'est & dire a l'interface lipides/eau; alors que le 10-DS et le 12-DS

ofléter les mouvements moléculaires du domaine apolaire de la monocouche,

c'est 4 dire & proximité des chaines hydrocarbonées des phospholipides. Dans ces conditions,
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al.,1985) Figur
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luer la fluidité de la surface c'est & dire de la monocouche composée de
et d'apolipoprotéines.

oprotéines sont composés d'un noyau central constitué de lipides hydrophobes
lestérol estérifié et les triglycérides, et de constituants de surface plus

ame le cholestérol libre, les phospholipides et les apoprotéines (Puchois et

e5s

LDL, les spectres des différentes sondes sont représentatifs de mouvements

moléculaires le:

nts, ou restreints par l'environnement, indiquant que la sonde est incorporée a

la lipoprotéine figure 4. Bien que l'allure des spectre‘s ne varie pas de fagon importante, des

différences soflt toutefois observables. Deux populations de sondes sont présentes: une

population caracterlsee par des mouvements rapides (défini par M sur le spectre)

correspondant 2 a

caractérisée par

une proportion de sondes non incorporées dans la particule, et une population

des mouvements lents (défini par I sur le spectre) et correspondant a une

proportion de sondes incorporés & la particule. Le parameétre d'ordre S est donc calculé sur la

population L. S

varie sensiblement selon la position du radical nitroxyde. S diminue, ou la

fluidité augmente, lorsque le radical nitroxyde est déplacé du carbone 5 vers le carbone 10

puis le carbonei 12 de la chaine.



Figure 4: Spectre des acides doxyl stéarique 5-DS , 10 doxyl stéarique 10-DS et doxyl
stéarique 12-DS dans une LDL

Coupe schématique d'une LDL d'aprés Laggner et Kostner 1978

S:paramétre d'ordre, I: Immobile, M: Mobile
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CONCLUSION

La détermination et l'analyse des paramétres physiques (et chimiques) associés aux
constituants de l'organisme, comme les lipides et les protéines, représentent un des meilleurs
moyens possible et disponibles pour metire en évidence les changements dans le
fonctionnement cellulaire associé a différentes pathologies.

Leurs quantifications et la mesure précise de leurs concentrations apportent de précieux
renseignements qui peuvent étre exploités par les biologistes et les médecins dans des buts
thérapeutiques.

Les méthodes physico-chimiques utilisées dans notre travail (Ultracentrifugation, CPG,
HPLC, RPE, Fluorimétrie) donnent des résultats tout & fait exploitables, et nous permet de
confirmer que ce sont des moyens parfaitement applicables aux échantillons biologiques. 1l
est donc logique de voir que les analyses quantitatives et qualitatives des composants
biologiques par les méthodes physicochimiques sont sujeites & un important développement
depuis ces derniéres années. Ainsi, de nouvelles méthodes basées sur des techniques récentes
apportés par les connaissances et découvertes de la physiques, comme le laser, l'imagerie
3D..., sont mises au point pour permettre l'exploration compléte du fonctionnement de

l'organisme humain.
Nous avons pu réaliser ce travail, grdce & une recherche bibliographique précise autour des

méthodes utilisés, et grdce aux moyens matériels dont nous avons pu disposer avec la

collaboration du laboratoire de Dijon.
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GLOSSAIRE

ACIDES AMINES

Les acides aminés constituent l'unité structurale des protéines. Dans tous les organismes, les
protéines sont composées d'une vingtaine d'acides aminés seulement, touj ours les mémes.
Chaque protéine est caractérisée par le nombre d'acides aminés qui la constituent et par la
séquence trés précise, rigoureusement définie, des acides aminés réunis 1'un & l'autre.

ACIDES GRAS

Les acides gras sont les constituants des lipides. Ils constituent un élément majeur de notre
alimentation, représentent souvent plus de 30% de 'apport énergétique total de notre ration.
Ils sont utilisés par l'organisme entre autre comme source principale d'énergie pour la plupart
de nos cellules (37.7kJ par gramme, comparé au glucose : 16.7), et comme stockage de
I'énergie (420Mj = consommation énergétique pendant plus de 40jours). C'est une grande
famille de molécules présentant des propriétés physico-chimiques communes , sont formés
d'une longue chaine hydrocarbonée qui porte un groupe carboxylique & une extrémité et un
groupe méthyle a l'autre: CH;-CH,-CH,....-CH,-CH,-COOH.

Les différents acides gras se caractérisent: - par la longueur de la chaine carbonée, c'est a dire
du nombre d'atomes de carbones (de 4 & 24); - et par l'existence éventuelle d'une ou de
plusieurs doubles liaisons (entre carbones voisins) qui conduit & distinguer les acides gras
saturés (aucune double liaison) des monoinsaturés (une double liaison) et des polyinsaturés 2
ou plusieurs doubles liaisons). |

Cette molécule a une trés faible affinité pour l'eau (caractére hydrophobe), qui lui permet de
traverser la membrane plasmatique (structure essentiellement phospholipidique) donc
lipophiles. Les AG participent & I'élaboration de structures moléculaires comme les

membranes biologiques ou bien les lipoprotéines.
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ASCORBIQUE

L'acide ascorbique est la vitamine C.
CAROTENE

Le béta-caroténe est une provitamine A

CATABOLISME

Ensemble des réactions par lesquelles I'organisme dégrade les nutriments ingérés pour en tirer
les matériaux nécessaires aux synthéses, et de I'énergie.

CELLULE

Tous les étres vivant sont constitués de cellules (exemple bactéries), c’est a dire d’unités
structurales fondamentales limités par une membrane, contenant une information génétique et
capable de vivre de fagcon autonome quand elle sont dans un environnement favorable. Les
cellules obéissent aux lois de la physique et de la chimie. En vertu du deuxiéme principe de la
thermodynamique, dans tout systéme isolé la quantité de désordre ne fait qu’augmenter. Or
les étres vivants sont 'parfaitement_ ordonnés. L’observation montre qu’un ordre doit étre
maintenu pour permettre aux cellules de croitre et subsister: ceci n’est thermo
dynamiquement possible que par un apport continuel d’énergie que les étres vivant sont
capables de puiser dans leur environnement.

CHLOROPHYLLE

Pigment qui colore en vert la plupart des feuilles des végétaux et absorbe .la lumicre utilisée
par la photosynthése, mécanisme de transformation de l'énergie lumineuse en énergie
chimique. La chlorophylle absorbe les rayonnements violets et orange-rouge du spectre
solaire et réfléchit la lumiére verte et jaune (d'ou sa couleur). La chlorophylle est masquée
chez certaines feuilles par d'autres pigments. |

Au centre de la molécule de chlorophylle se trouve un atome unique de magnésium entouré
d'une ceinture de porphyrines (contenant essentiellement du carbone et de 1'hydrogéne, mais
aussi de l'azote). Cette structure évoque celle des composants actifs de I'hémoglobine dans le
sang. Une longue chaine d'atomes de carbone et d'hydrogéne part du noyau central et fixe la
molécule de chlorophylle sur la membrane interne du chloroplaste a l'intérieur duquel
s'accomplit la photosynthése. La molécule de chlorophylle absorbant un photon libére une
certaine quantité d'énergie et déclenche une série complexe de réactions chimiques dans les
chloroplastes, aboutissant au stockage de I'énergie sous forme de liens chimiques.

Il existe plusieurs sortes de chlorophylles qui différent par leur structure moléculaire et leur
mode d'absorption des ondes lumineuses. La chlorophylle a représente 75 p. 100 de la

{
chlorophi{lle des plantes vertes. On la trouve également chez les algues bleu-vert. La
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chlorophylle b reste un pigment accessoire présent chez les plantes vertes et d'autres
organismes photosynthétiques. Elle absorbe une radiation de longueur d'onde différente et
transfére 1'énergie regue vers la chlorophylle a. D'autres variétés de chlorophylle se retrouvent
Chez certaines algues (chlorophylle ¢ et d) et bactéries (bactériochlorophylle).
CHOLESTEROL |

Le cholestérol présent dans l'organisme est en partie apporté par l'alimentation et en paftie
synthétisé par l'organisme lui méme. Le cholestérol a des fonction biologique trés importante :
il participe & la constitution des membranes cellulaires....Son métabolisme cellulaire et
sanguin est étroitement associé a celui des lipides.

Un taux anormalement élevé de cholestérol dans le sang, est corrélé a un accroissement du
risque d'infarctus par athérosclérose des vaisseaux du cceur.

DIABETE

Le diabéte sucré est une maladie métabolique largement répandue (prés de 4% de la
population mondiale actuelle est touché, Perlemuter et al. 1995), caractéris¢ par une
hyperglycémie (teneur en glucose dans lé sang supérieure a 1.2g/1).

Le diabéte représente aujourd’hui l'une dés 5 premiéres causes de mortalité dans de nombreux
pays : 4 millions de morts par an, soit 9% de la mortalité totale (Santé+ mensuel d'information
médicale n°4 oct. 2003). Plus de 75% des risques attribuables au diabéte résultent de l'obééité,
et certains scientifiques parlent désormais de diabésité.

On distingue le diabéte insulino dépendént de type 1 marqué par une carence en insuline (qui
est normalement sécrétée par des cellules spéciales du pancréas) et atteint surtout les individus
jeunes, et le diabéte non insulino dépendant de type 2 marqué par une résistance des cellules a
l'action de I'insuline et survient surtout chez les individus ob&ses.

Maladie du métabolisme et de la surnujtrition, le diabéte dominant dans les pays riches, se
développent aussi dans les sociétés dites sous développées. En Algérie on compte environ
60.000 diabétique dont 5000 a 10.000 e'nfants de moins de 15 ans qui doivent subir chaque
jour une ou plusieurs piqiires d'insulin%, et par contre on évalue a 500.000 le nombre de
personnes atteintes de diabéte de type II  nécessitant des mesures diabétiques et
médicamenteuses et qui apparait au colrs de la maturité (Révolution Africaine n°1243 25
dec.1987).
ENERGIE (besoin)
A plus ou moins lohg terme, ’énergie utilisée par les cellules provient du soleil. Le soleil
émet un rayonnement électromagnétique qui contient une certaine quantité d’énergie

utilisable. Les plantes sont capables de transformer 1’énergie lumineuse du soleil en énergie

93




chimique. C’est le mécanisme de la photosynthése au cours de laquelle sont synthétisées les
macromolécules organiques, en générale les glucides avec dégagement d’oxygeéne. Les
animaux tirent leur énergie du prélévement de ces molécules combustible. Un organisme
vivant a besoin de recevoir de I’énergie ainsi que de matériaux nécessaires au renouvellement
permanent de ses constituants grce a 1’alimentation.

Pour vivre notre organisme a besoin d’oxygéne, nécessaire au processus de consommation
d’énergie, grice 4 la respiration. Les molécules combustibles sont brilées par les cellules au
cours de la respiration cellulaire. Au cours de ces réactions l’énergie provenant de la
dégradation est stockée transitoirement dans I’ATP (adénosine triphosphate: molécules
énergétiques utilisables par la cellule), sorte de réserve d’énergie circulante utilisable par tous
les &tres vivant pour n’importe' qu’elle besoin..

L’énergie fournie par la combustion fractionnée des aliments, permet le fonctionnement de
nos muscles (tel que les muscles de notre cceur, les muscles respiratoires, de ’estomac, de
]’intestin etc...), et nous permet de marcher, courir, effectuer un travail professionnelle ...
Toutes les cellules de notre organisme consomment de I’énergie pour maintenir constante leur
composition et assurer leur fonctionnement. En particulier, nous avons besoin d’énergie pour
effectuer toutes les réactions de synthése qui permettent de fabriquer les molécules dont
’organisme a besoin pour vivre (par exemple la synthése des protéines: constituants
essentiels de tous les organismes vivant, constitués d’acides aminés disposes en chaines reliés
entre eux par des liaisons peptidiques). Notre organisme brile les glucides (glucose), les
protéines et les lipides (acides gras) contenus dans nos aliments, en une suite de réaction
chimiques qui libére progressivement de I’énergie.

Le cceur et le foie utilisent principalement comme source d’énergie les acides gras
(constituants des lipides), le cerveau et les muscles utilisent le glucose (sucre & 6 carbones tres
répandu dans la nature soit & I’état libre soit combiné avec le fructose pour constitué le
saccharose extrait de la canne & sucre ou de la betterave).

Notre organisme, & partir des glucides, & partir des acides gras (constituée d’une chaine
carbonée, de 4 & 24 atomes de carbone, qui porte un groupe carboxylique & une extrémité et
un groupe méthyle & I’autre) provenant des lipides et & partir de certains acides aminés (unité
structurale des protéines) provenant des protéines, sait fabriquer des molécules particulieres,
trés riches en énergie, facilement utilisable par les cellules de notre corps.

ENZYME |

Une enzyme est une protéine qui catalyse une réaction chimique biologique bien déterminée.
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GLYCEMIE

Concentration du glucose dans le plasma sanguin, la glycémie est un indicateur trés important
du taux de sucre (glucose) dans le sang. D'une valeur moyenne normale autour de 0,8g/litre, il
y a diabéte quand la glycémie & jeun est 2 1.26¢g/1.

La régulation du métabolisme du glucose est assurée avant par l'insuline.

INSULINE

Iinsuline est une hormone, dont la principale action est d'abaisser la concentration du glucose
dans le sang en augmentant la pénétration du glucose dans les cellules (régulation et stockage
du sucre dans l'organisme). Le traitement du diabéte sucré de type 1 nécessite des injections
quotidiennes d'insuline pendant toute la vie.

LIPIDES

Les lipides sont des assemblages moléculaires complexes dont les 2 unités de base sont les
acides gras et le glycérol. Les lipides sont des esters d'acides gras. Les lipides alimentaires
sont, dans leur trés grande majorité, composés d'un trialcool, le glycérol et de 3 acides gras.
Principaux constituants des matiéres grasses (le beurre en contient 83% et les huiles 99%), ils
fournissent une grande quantité d'énergie sous un faible volume. Les lipides permettent de
stoker des protides et des glucides sous forme de réserve en cas de besoin. Les lipides
maintiennent la température corporelle et apportent les acides gras essentiels non synthétisés
par I'organisme nécessaires a la croissance.

LIPOPROTEINES

Dans le plasma sanguin (milieu liquidien du sang), les lipides sont transportés par des édifices
macromoléculaires dénommés lipoprotéines (associations moléculaires de protéines et de
lipides). Les lipoprotéines sont généralement présentées sous forme de grosses particules
globulaires (association moléculaires de protéines et de lipides). Elles sont généralement
décrites comme des structures sphériques contenant un noyau central (région hydrophobe,
cceur de lipides neutres : esters de cholestérol EC, et triglycérides TG), et une enveloppe
externe polaire (région hydrophile, monocouche de phospholipides (PL), de cholestérol libre
(CL) et de protéines en contact avec le milieu aqueux assurant sa stabilité dans le plasma).
Cette disposition permet le transport des lipides qui sont hydrophobes dans le sang qui est un
milieu aqueux. Les lipoprotéines qui circulent dans le plasma humain peuvent étre classés
selon le critére de leur densité : par ordre croissant, citons les chylomicrons, les lipoprotéines
de trés basse densité (VLDL), les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL), les

lipoprotéines de basse densité (LPL) puis les lipoprotéines de haute densité (HDL) : celle-ci
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portent le cholestérol et le conduise au foie. Les lipoprotéines sont les principales
responsables du transport du cholestérol.

Lée cholestérol présent dans I’organisme est en pattie appoﬁé par I’alimentation et en partie
synthétisé par organisme lui méme. Le cholestérol a des fonction biologique trés
importdnte: il participe & la constitution des membranes cellulaires, il est précurseur des
acides biliaires, des hormones stéroides et de la synthése endogéne de la vitamine D. Son
métabolisme cellulaire et sanguin est étroitement associé & celui des lipides. Un taux
anormalement élevé de cholestérol dans le sang, surtout s’il s’agit du cholestérol lié aux
lipoprotéines de faible densité (LDL), est corrélé & un accroissement du risque d’infarctus par
athérosclérose des vaisseaux du ceeur.) |

Cependant, chaque lipoprotéine a une fonction précise et une implication différente dans le
métabolisme du cholestérol. Une partie des LDL (riche en cholestérol) approvisionne les
tissus périphériques en cholestérol en fonction de leur besoin, I’autre partie des LDL est capté
par le foie pour y étre dégradées. Au contraire, le role des HDL consiste a4 ramener le
cholestérol excédentaire des tissus au foie. Aprés captation, le cholestérol libre contenu dans
les HDL est ensuite estérifié par lécithine cholestérol acyltransférase (LCAT). Les EC sont
ainsi transportés vers le foie directement par les HDL ou, aprés leur transfert induit par la
protéine de transfert des esters de cholestérol (CETP), indirectement par les LDL et VLDL.
D’autre part, I'importance de la partie protéique des lipoprotéines, les apolipoprotéines, dans
le transport des lipides, les interactions lipoprotéines-récepteur ainsi que dans la régulation de
I’activité des enzymes (ce sont des protéines qui catalysent une réaction biochimique)
impliquées dans le métabolisme des particules lipoprotéiques, a été récemment reconnue.
LYMPHOCYTES

Cellules de petite taille, & noyau non segmenté, présentes dans le sang, la moelle osseuse et
les tissus lymphoides. Les lymphocytes jouent un role essentiel dans les mécanismes de
l'immunité (défense de l'organisme).

MEMBRANE CELLULAIRE

La membrane biologique constitue une enveloppe mince et continu séparant le milieu
intracellulaire du milieu extracellulaire, a de multiples fonctions : définir, maintenir I’intégrité
de la cellule, contrdler les mouvements entrée et sortie des substances dans la cellule...

Le modéle membranaire en mosaique fluide a été proposé en 1972 par Singer et Nicolson. I1
est défini comme un modéle de mosaique fluide ou les lipides sont organisés en une bicouche

faite de phospholipides et de cholestérol, dans laquelle les protéines globulaires intrinséques
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ou extrinséques flottent telles des icebergs dans une mer d’huile. Beaucoup de protéines
traversent la bicouche et sont des protéines transmembranaires.

PHOSPHOLIPIDES

Classe de lipides contenant de l'acide phosphorique dans leur molécule

PLASMA SANGUIN

Milieu liquidien du sang. Les cellules sanguines: hématies, leucocytes, plaquettes
sanguines sont en suspension dans le plasma.

PROTEINES

Constituants essentiels de tous les organismes vivants, les protéines sont constitués d'acides
aminés disposés en chaine et reliés entre eux par des liaison peptidiques. L'organisme
humain contient environ 60.000 protéines différentes.

RADICAUX LIBRES

Les RD sont des particules issues de molécules oxygénées qui ont perdu un électron. s
entrent immédiatement en réaction avec la molécule oxygeénce la plus proche pour lui arracher
I’électron qui leur manque pour devenir une molécule normale. Les RD sont utiles puisqu’ils
font partie des moyens de défense de notre organisme contre les agressions microbiennes,
mais l'accumulation de dommages causés par leur excés lors d'état de stress (vieillissement,
problémes de vision, maladies cardiovasculaires, athérosclérose, désordre immunitaire,
diabéte, certains cancers...) est bien prouvée.

SANG v

Le sang est un tissu aussi vital pour ]’organisme que le cceur ou le cerveau. Il se compose
d’une partie fluide, le plasma et de nombreuses cellules tres différentes les unes des autres
tant morphologiquement que fonctionnellement.

Le sang circule dans un systéme de vaisseaux long et ramifié. Cette trame vasculaire permet
aux cellules sanguines d’atteindre tous les organes du corps afin, par exemple, de les
oxygéner, de les alimenter ou de les défendre contre les infections.

Alors que le sérum sanguin est obtenu directement par centrifugation d’un prélévement de
sang, le plasma sanguin (sérum + fibrinogéne) est obtenu par centrifugation d’un prélévement
de sang avec anticoagulant (tube avec EDTA ou héparine ou citrate). Le plasma contient des
molécules trés diverses: facteur de coagulation, cholestérol, glucose, antigenes,
immunoglobulines...Le sang véhicule de nombreuses molécules qui ont été ingérés ou
métabolisées dans les différents organes du corps.

Les cellules du sang se répartissent en 3 catégories: les globules rouges (ou hématies jouent

un role d’oxygénation des tissus), les globules blancs (ou leucocytes participent a la défense
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Abstract. Plasma vitamin A, C and E levels and erythrocyte antioxidant enzyme
‘activities were investigated in type I and type II diabetic subjects with and without -
complications, i.e., hypertension, coronary artery disease and renal failure. Reverse
phase HPLC was used to quantify vitamin A and E levels. We observed that the
vitamin C levels were not significantly different between control and diabetic sub-
jects. However, vitamin A and E levels were significantly lower in type I and type
II diabetic subjects compared to controls. Superoxide dismutase (SOD) activity
was significantly lower in type II, but not in type I, diabetic patients compared
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to controls. Interestingly, glutathione reductase and peroxidase activities were di-
minished in type I, but not in type II, diabetic subjects as compared to controls.
Catalase activity was lower in both types of diabetic patients in comparison with
their respective controls. Altogether these results suggest that diabetes mellitus
may be associated with altered antioxidant status regardless to vario omplica-

Introduction

Diabetes mellitus is a chronic diseage characterized by an absolute or relative de-
ficiency of insulin and/or by insulin resistance. All forms of diabetes, both inher-
ited and acquired, are characterized by hyperglycaemia, development of specific
microvascular pathology and accelerated atherosclerosis responsible for corémary
artery disease (Ruderman et al. 1992). There has been currently great interest
in the potential contribution of increased oxidative stress to the development of
complications in diabetes mellitus (Sinclair 1993; Baynes and Thorpe 1999). An
increase in oxidative stress may occur due to an increase in the production of free
radicals. These reactive OXygen species are capable of chemically altering all major
classes of biomolecules (e.g., lipids, proteins and nucleic acids) by changing their
structure and function (Therond et al. 2000), thus leading to cell damage in dia-
betes (Sinclair 1993). The biological effects of free radicals are normally controlled
in vivo by a wide fange of antioxidants such as vitamin A, C and E, glutathione
and antioxidant enzymes. Vitamin E, the main liposoluble antioxidant in human
beings, scavenges peroxyl-radicals, produced during lipid peroxidation (Therond
et al. 2000). Reduced glutathione and vitamin C regenerate vitamin E (Therond
et al. 2000). Vitamin A and C have also the ability to react directly with re-
active oxygen species. Among antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD)
catalyzes dismutation of the superoxide anion (0%7) into Hy0O3, and glutathione
peroxidase (GSH-Px) and catalase (CAT) both detoxify HyOy and convert lipid
hydroperoxides to nontoxic alcohols (Guemouri et al. 1991; Therond et al. 2000).
Since oxidative stress seems to play a key role in the pathology of diabetes mellitus,
several methods have been developed to assess the antioxidant status such as the
determination of circulating vitamins and antioxidant enzymes (Guemouri et al.
1991; Maxwell et al. 1997a; Courderot-Masuyer et al. 2000; Therond et al. 2000;
Aydin et al. 2001). However, the investigators have not come to a consensus due
to contradictory results reported in this pathology (Jones et al. 1988; Courderot-
Masuyer et al. 2000; Aydin et al. 2001; Pieri et al. 2001). In addition, the implication
of oxidative status in diabetes mellitus with its major complications such as hy-
pertension (HTA), renal failure (RF) and coronary artery disease (CAD) is not
“well known. Tt was, therefore, thought worthwhile to undertake a study in order
to evaluate erythrocyte antioxidant enzyme activities (SOD, GSH-Px, CAT) and
the levels of vitamin A, C and E in diabetes mellitus associated or not with these
complications.
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Materials and Methods

Subjects

A total of 40 type I and 42 type II diabetic patients were recruited from the De-
partment of Diabetics, University Hospital of Tlemcen (Algeria). Medical records
were screened by specialist physicians. The diabetic type I or type II patients ‘were
divided into four groups: group I consisted of diabetic patients without complica-
tions (DWC); group II consisted of patients with coronary artery disease (CAD),
diagnosed by clinical symptoms of angina pectoris, electrocardiogram examination
or documented myocardial infarction; group III consisted of patients with hyper-
tension (HTA), defined as a blood pressure >140/90 mm Hg; group IV consisted
of patients with renal failure (RF), evaluated by significant renal impairment such
as abnormal creatinine or macroalbuminuria.

All diabetic patients received insulin (for type I diabetes), or oral hypoglycemic
agents like sulphonylureas or metformin (for type II d'iabetes). In addition, diabetic
patients with HTA or with RF were treated by angiotensin converting enzyme
inhibitors. Diabetic patients with CAD were treated by calcium antagonists. No
patients received lipid lowering medications.

. T'wo groups of control subjects were selected. Controls and diabetic subjects
were matched with respect to age and body mass index (BMI) as determined by the
weight and height of patients. All individuals were non smokers. None had taken
vitamin supplements. The characteristics of patients are given in Table 1. The
study was approved by the ethical committee of the Tlemcen-University Hospital
and informed written consent was obtained by all the subjects.

Blood samples

Fasting venous blood samples were collected in heparinized tubes. Blood samples
were centrifuged to obtain the plasma for immediate analysis of glucose, glycosy-
lated hemoglobin (Hb A1C) and lipids. Aliquots of plasma were frozen at —20°C for
further determinations of vitamins and total antioxidant capacity. After removal of
plasma, erythrocytes were washed three times with two volumes of isotonic saline.
Erythrocytes were lysed with cold q&istilled water (1/4), stored in refrigerator at
4°C for 15 min and the cell debris was removed by centrifugation (2000 x g for 15
min). Erythrocyte lysates were assayed for antioxidant enzyme activities.

Lipoprotein isolation .

Plasma lipoprotein fractions (LDL, d < 1.063 gml~!; HDL, d < 1.21 g-ml™!) were

separated by sequential ultracentrifugation in a beckman ultracentrifuge (Model
L5-65, 65 Ti rotor), using sodium bromide for density adjustment, according to
Havel et al. (1955). LDL and HDL fractions were dialyzed against 0.15 mol/1 NaCl
and 1 mmol/l disodium EDTA, pH 7.4, at 4°C in spectra/por 2 dialysis tubing
(spectrum Medical Industries, Los Angeles, CA). '
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Determinations of hemogloblin and plasmatic levels of lipoprotein

Glycosylated hemoglobin levels (Hb A1C) were determined by isolab column chro-
matography (Kaplan et al. 1982). Plasma glucose was determined by glucose oxXl-
dase method using a glucose analyzer (Beckman Instruments, Fullerton, CA,USA).
Plasma triglyceride and total cholesterol, LDL- and HDL-cholesterol (LDL-C and
HDL-C) contents were determined by using enzymatic methods, according to the
instructions furnished with the kit (Boehringer, Mannheim, Germany).

Determination of plasmatic levels of vitamin A and E by high performance liquid
chromatography

Plasma a-tocopherol (vitamin E) and retinol (vitamin A) were determined by re-
verse phase HPLC (Zaman et al. 1993). This method was used to quantify in a sin-
gle chromatographic run with an internal standard, Tocol (Lara Spiral, Couternon,
France), added for estimation of recovery. The stationary phase was constituted
by greffed silica (C18 column, HP ODS Hypersil C18; 200 mm x 4.6 mm; Lara
Spiral, maintenance temperature of analytical column, 35°C). The mobile phase
was a mixture of methanol/water (98/2, v/v) at a flow rate of 1 ml/min. Vitamins
were extracted by hexane, dried under nitrogen and resuspended in methanol. The
HPLC peaks were detected by an UV detector at 292 nm for vitamin E and 325
nm for vitamin A. Representative chromatograms were obtained by injecting stan-
dard solutions. In order to evaluate the daily performance of the HPLC system,
the external standard was injected every day in the beginning, middle and at the
end of the chromatographic system.

Determinations of plasmatic levels of vitamin C

Vitamin C levels were determined in plasma using the method of Roe and Kuether
(1943). After protein precipitation with 10 % trichloroacetic acid and centrifugation,
the supernatant (500 ul) was mixed with 100 ul sulfuric acid (9 N) containing 30
mg/ml dinitrophenylhydrazine, 4 mg/ml thiourea and 0.5 mg/ml copper sulfate
and incubated at 37°C for 3 h. Following the addition of 750 ul of 65% (v/v)
sulfuric acid, the absorbency was recorded at 520 nm.

Determinations of erythrocyte antiozidant enzyme activities

Catalase (CAT, EC 1.11.1.6 ) activity was measured by spectrophotometric analysis
of the rate of hydrogen peroxide decomposition at 240 nm (Aebi 1974). Enzyme ac-
tivity was expressed as U/g Hb. Glutathione peroxidase (GSH-Px, EC 1.11.1.9) was
assessed by the method of Paglia and Valentine (1967), using cumene hydroperoxide
as substrate. One unit of glutathione peroxidase activity is defined as the amount
of enzyme which gives a 90% decrease in glutathione concentration per min at a
1 mmol/l starting glutathione concentration. Glutathione reductase {GSSG-Red, - -
EC 1.6.4.2) activity was determined by measuring the rate of NADPH oxidation
in the presence of oxidized glutathione (Goldberg and Spooner 1992). The unit of

enzyme activity was defined as the amount of enzyme which oxidized 1 mmol of
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NADPH/min. Superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) activity was measured by
the NADPH oxidation procedure (Elstner et al. 1983) and expressed as units of
SOD per g Hb. : '

Statistical analysis

Values are means + S.E.M. Statistical analysis of the data was carried out using
Statistica (version 4.1, Statsoft, Tulsa, OK). Data were evaluated by analysis of
variance. Mann-Whitney U-test was employed for the comparison between patients
and control groups.

Results

Hb A1C, plasma glucose, cholesterol and triglyceride concentrations, and LDL-C
and HDL-C levels

Significant differences were found between diabetic and control subjects for plasma
glucose and Hb A1C levels which were high in all diabetic patients regardless to
complications (Table 1). However, the highest glucose concentrations were apparent
in diabetes mellitus (type I and II) associated with CAD. Plasma total and LDIL-C
concentrations were not significantly altered in diabetic patients having CAD and
HTA, except those associated with RF who exhibited higher levels than controls.
HDL-C amounts were lower only in type I, and II diabetes mellitus with CAD
compared to control and other diabetic patients. Plasma triglyceride levels were
significantly increased in all type II and type I diabetic patients, having HTA and
RF. :

Plasma vitamin A, C and E concentrations

While vitamin C levels did not differ between the diabetic and control groups,
vitamin A and E levels were significantly lower in all diabetic groups compared to
controls (Figure 1).

Erythrocyte antiozidant enzyme activities

SOD activity was signiﬁcantly lower in all groups of type IT diabetes mellitus when
compared with controls. However, no significant difference was observed between
type I diabetic groups and their controls (Figure 2). ,

Catalase activity was lower in both types of diabetic patients compared with
their respective-controls (Figure 2). On the cdntrary, glutathione reductase and
peroxidase activities were diminished in all type I, but not in type 11, diabetic
patients as compared to controls (Figure 3). *

-
»

Figure 1. Plasma vitamin A, C and E concentrations in diabetic and control sub jects. The
levels of different vitamins were determined as described in Materials and Methods. Values
‘are means & S.E.M. Statistical analysis was performed by employing the Mann-Whitney
U-test. ** p < 0.001, diabetic vs. control subjects; § p < 0.05 significant compared to
DWC, CAD, HTA and RF patients.
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Superoxide dismutase

i DWC
CAD

45 Catalase

Hb (Urg)

Figure 2. Superoxide dismutase and catalase enzyme activities in diabetic and control
subjects. The enzyme activities were determined as described in Materials and Methods
section. Values are means + S.E.M. Statistical analysis was performed by employing the
Mann-Whitney U-test. * p < 0.05, diabetic vs. control subjects.

Discussion

Since there are contradictory results on the antioxidant status in diabetic patients,
we conducted thepresent study on type I and type II diabetes mellitus with or with-
out complications like hypertension (HTA), coronary artery diseases (CAD) and
renal failure (RF). We observed that abnormalities in lipid and lipoprotein in the
"diabetic population were associated with high fasting glucose and Hb A1C levels.
Hypertriglyceridemia was observed in all type II diabetic and only in type I dia-
betic subjects with HTA and RF. Total and LDL-C concentrations were increased
in diabetes mellitus with RF. HDL-C levels-were decreased only in diabetic patients
with CAD. Hypeiglycerldemla, is the most common feature in type II diabetes (El-
stner et al. 1983). In fact, overproduction of VLDL with increased secretion of
triglycerides or decreased lipoprotein lipase-mediated hydrolysis of VLDL triglyc-
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Figure 3. Glutathione reductase and peroxidase enzyme activities in diabetic and control
subjects. The enzyme activities were determined as described in Materials and Methods
section. Values are means 4 S.E.M. Statistical analysis was performed by employing the
Mann-Whitney U-test. * p < 0.05, diabetic vs. control subjects.

erides might contribute to elevated triglyceride levels in type II diabetes (Taskinen
1997). In addition, patients with high blood pressure tend to be hypertriglyceri-
demic (MacMahon et al. 1985). Thus, it is not surprising that all our type II and
only type I diabetic subjects with HTA possessed high triglyceride levels. On the
other hand, diabetes mellitus with renal complications is known to be associated
with elevated plasma triglyceride, cholesterol and LDL-C levels (Jensen et al. 1988;
Mattock et al. 1988). In the nephrotic syndrome, hyperlipidemia is assumed to be
caused by increased hepatic lipoprotein synthesis in response to hypoalbuminaemia,
low plasma oncotic pressure and renal protein leakage (Short and Durrington 1990).
In our study, lipoprotein changes in type I and type II diabetics with RF are in
agreement with several reports that have demonstrated that abnormalities in lipids
are associated with diabetic nephropathy (Jensen et al. 1988; Mattock et al. 1988).
Our data showed that type I and type II diabetic subjects with CAD had low
HDL-C levels while LDL-C concentrations were normal. In general, consideration
of metabolic risk factors for CAD has focused on the role of LDL-C. However,
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it is becoming increasingly apparent that CAD can occur in the absence of hy-
percholesterolemia (Laws and Reaven 1990). In addition, low HDL-C is identified
as the increasing risk factor of CAD in diabetes mellitus (Ginsberg 1991; Reaven
and Laws 1994). In our study, plasma cholesterol, triglyceride, LDL-C and HDL-C
Jevels were not different in type I diabetes, without complications, compared to
control subjects, and this observation is in agreement to previous study (Dullaart
1995). '

As far as the vitamins are concerned, we found no alteration in the levels of
vitamin C, whereas the levels of vitamin A and E were lower in type I and type 1I
diabetes mellitus with or without complications than control subjects. There have
been conflicting reports regarding the plasma vitamin concentrations in diabetes
mellitus. Makimattila et al. (1999) reported that plasma vitamin C and E in type
I diabetic patients were not significantly different from those in control groups,
while vitamin A levels were significantly decreased. On the other hand, Sundarm et
al. (1996) reported low levels of vitamin E and C in diabetic patients. In-our study,
low levels of vitamin A and E could reflect their high utilisation rate, suggesting
that these vitamins may be used to reduce oxidative stress in diabetic patients. It is
well reported that oxidative stress is induced by both the increases in free radicals
and disturbance of the free radical scavenging system in diabetes mellitus (Sinclair
1993; Therond et al. 2000). Alternatively, it is also possible that reduced vitamin
A and E concentrations reflect low intake, which resulted in decreased antioxidant
defence system in diabetic subjects. On the other hand, high levels of vitamin E
were observed in type II diabetic subjects with RF. Increased levels of vitamin E
may be related to the well known high serum lipid concentrations in these patients
(Bonnefont-Rousselot et al. 1997). Taken together, our data provide convincing ev-
idence for altered plasma antioxidants concentrations in diabetic patients, irrespec-
tive to their complications. The inverse correlation between Hb A1C and vitamin
A and E levels was consistent with the idea that chronic hyperglycemia may in-
crease oxidative stress (Hunt et al. 1990). Vitamin A and E supplementation would
provide good. metabolic control and benefits in the reduction of diabetes-induced
complications. Gokkusu et al. (2001) indicated that vitamin E administration sig-
nificantly reduced fasting glucose and increased C-peptide and insulin levels in type
I diabetic subjects. In addition, vitamin E treatment lowers urinary albumin excre-
tion rate (AER) in type II diabetic patients with micro /macroalbuminuria (Gaede
et al. 2001). On' the other hand, Zobali et al. (2002) showed that vasomotor ac-
tivity depends on the prevention and/or inhibition of peroxidative stress which
is achieved by combined treatment with vitamin A plus insulin in streptozotocin
induced-diabetic rats. -

In our study, diabetic subjects showed altered erythrocyte antioxidant enzyme
activities. SOD activity was reduced in all the type II, but not type I, diabetic
subjects regardless their complications. In contrast, glutathione reductase and per-
oxidase activities were diminished in type I diabetes but unchanged in type II
diabetes, whatever complications were prevalent. Moreover, catalase activity was
lower in all diabetic patients compared to controls. Our findings agree with the ob-
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servations of Sekeroglu et al. (2000) who have reported decreased erythrocyte SOD
activity in type II diabetic patients. Uzel et al. (1987) and Kedziora-Kornatowska
et al. (1998) have also shown low SOD and catalase activities in type II diabetics
compared to controls. In contrast, Aydin et al. (2001) noticed that SOD activ-
ity is elevated while glutathione peroxidase and catalase activities are normal in
erythrocytes of type II diabetics. Ruiz et al. (1999) indicated that whereas ery-
throcyte glutathione peroxidase activity in type I diabetic subjects was decreased,
there was no difference in SOD activity compared to control values. The reason
why erythrocyte antioxidant enzyme activities were reported so differently in pre-
vious studies might be related to the treatment of diabetics related comphcamons
and the duration of disease.

Nonetheless, as observed in our study, the poor glycemic control in diabetic
subjects is associated with the diminution of protective antioxidant enzyme ac-
tivities (Maxwell et al. 1997b). Low anti-oxidant enzyme activities render cells
vulnerable to oxygen radical attack, and thus increased diabetic complications.
These alterations could not be ascribed to associated complications, but seemed to
be related to the glycemic control in these diabetic patients. However, the diminu-
tion in antioxidant defences may contribute to the development of complications
in diabetes mellitus. Therefore, antioxidant status might be used as marker in the
management of glycemic control and the development of diabetic complications.
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