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Discussion 

Au cours du diabète de type 2, les anomalies lipidiques sont fréquentes, prononcées et 

C représentent un facteur de risque important dont l'augmentation des maladies cardio- 

vasculaires, Par ailleurs, Le stress oxydatif est également impliqué dans cette pathologie 

C (DAVI et al., 2004). 

Le stress oxydatif à un intérêt conceptuel et expérimental dans la compréhension des 

C mécanismes des maladies et le potentiel thérapeutique (FAVIER, 2003). 

Notre travail vise à mettre en évidence les variations de quelques paramètres du métabolisme 

L des lipoprotéines et le statut oxydant / anti-oxydant chez des diabétiques non 

insulinodépendants (DNID) obèses. 

L 	Les résultats obtenus montrent une augmentation très significative des teneurs sériques en 

glucose chez les DNID obèses par rapport aux témoins, en particuliers chez les hommes. 

L 	Cette hyperglycémie est une caractéristique du diabète sucré (LAZAREVIC et al., 2006; 

BOULÉ et al., 2007). 

L 	Concernant les paramètres rénaux (l'urée, la créatinine et l'acide urique), nos résultats ne 

r 	montrent aucune différence significative entre les DNID obèses et les témoins. Ces résultats 

L 	sont en accord avec KASSAB-CHEKIR et al. (2004), qui indiquent, que dans la population 

- 	diabétique étudiée par rapport aux témoins, la concentration en urée, créatinine et l'acide 

L 	urique plasmatique étaient inchangées, signe d'une fonction rénale normale. 

- 	De plus, concernant d'éventuelles altérations du métabolisme des lipides et lipoprotéines, nos 

résultats montrent une augmentation en TG sériques chez les DNID obèses comparés aux 

t - 	témoins en particuliers chez les femmes. Ces résultats sont en accord avec ceux de 
L 	DE VRIES et al. (2005) et LAZAREVIC et al. (2006) qui ont montré que les teneurs 

sériques en TG chez les DNID obèses sont plus élevées que chez les sujets témoins. 
L 	L'hypertriglycéridernie observée chez les DNID obèses est expliquée d'une part, par 

L l'augmentation de la production hépatique des VLDL (AMERICAN DIABETES 

ASSOCIATION, 2006) et d'autre part, par la diminution de leur dégradation (AMERICAN 

L DIABETES ASSOCIATION, 2003). Cette réduction du catabolisme des VLDL est le reflet 

de la diminution de l'activité de la lipoprotéine lipase (LPL). La LPL, enzyme synthétisée par 

L de nombreux tissus, incluant le tissu adipeux et musculaires, est responsable de l'hydrolyse 

des triglycérides transportés par les chylomicrons et les VLDL avec libération d'acides gras 

L 	qui seront utilisés par les tissus (PRUNETA-DELOCHE et al., 2005; SOCQUARD et al., 

2007). 

L - 	En ce qui concerne nos résultats, les teneurs en TG des VLDL présentent une augmentation 

significative chez les DNID obèses comparés aux témoins. Ces résultats sont conformes avec 
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ceux de DE VRIES et al. (2005) qui indiquent que les TG des VLDL chez les DNID obèses 

présentent un ralentissement de leur catabolisme, donc une augmentation de leur temps de 

résidence plasmatique. 

De même les teneurs en TG des HDL et LDL, présentent une augmentation significative chez 

les DNID obèses comparés aux témoins, en particulier chez les femmes par rapport aux 

hommes et à leurs témoins respectifs. Ces résultats sont en accord avec KOLOVOU et al. 

• 	(2005) qui rapportent que les HDL des DNID obèses contiennent plus de TG que les non 

L 	diabétiques dus probablement à l'altération de la lipase hépatique. L'accumulation des TG au 

niveau des HDL et LDL, peut être aussi due à l'élévation et l'activation enzymatique de la 

CETP assurant le transfert des EC vers les lipoprotéines riches en TG et les TG dans le sens 

• 	opposés (KANTERS et al., 2001). 

L Nos résultats montrent que l'hypertriglycéridemie est plus importante chez les femmes 

diabétiques obèses comparées aux hommes. En effet, en plus du diabète et de l'obésité, les 

L oestrogènes augmentent la synthèse hépatique des triglycérides chez les femmes (GOURDY 

- 	et al., 2005). 

L.. 	 D'autre part, chez les DNID obèses, les teneurs en cholestérol total au niveau sérique restent 

• 	similaires à leurs témoins, pour les deux sexes; par contre au niveau des VLDL et des LDL, 

les teneurs en CT augmentent significativement chez les DNID obèses comparés aux témoins. 

- 	Nous avons également constaté une diminution très significative du taux de HDL-cholestérol 
t 	chez les DNID obèses comparés aux témoins et ceci pour les deux sexes. Ces résultats sont en 

- 	accord avec ceux de ANAND et al. (2003) qui rapportent que chez les DNID obèses les 

teneurs en CT des VLDL et LDL sont plus élevées et HDL cholestérol plus bas. En effet 

- 	l'augmentation des teneurs en LDL cholestérol chez les DNID obèses est peut être liée à des 

perturbations qualitatives qui sont les plus importantes (prépondérance des LDL petites et 

f 	denses riches en triglycérides athérogènes, glycation de l'Apo B, oxydation des LDL).Pour 
L. 	d'autres auteurs (VERGÉS, 2001), l'augmentation du LDL cholestérol est le résultat d'une 

L insulinorésistance, qui entraîne une réduction de leur catabolismes. 

De plus, la réduction du HDL cholestérol chez les DNID obèses, est liée à un catabolisme 

L accéléré. L'augmentation des acides gras libres et de l'activité de la cholesteryl ester transfer 

protein (CETP) induit une perte de cholestérol estérifié et un enrichissement en triglycérides 

[ 

	

	
des HDL (par échange avec les lipoprotéines riches en TG. Les l-IDL ainsi transformées sont 

alors plus sensibles à l'action de la lipase hépatique (BARTER, 2004). 

L La baisse des HDL peut favoriser l'oxydation des LDL par une baisse de la lécithine 

cholestérol acyl transférase (LCAT) protectrice. Ainsi, ces patients auront des TG augmentés, 

L 
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un taux de HDL bas, et des LDL plus petites et denses propices à l'oxydation, donc un profil 

C très à risque du point de vue cardiovasculaire (COSTA et al., 2006). 

À coté de ces anomalies de métabolisme lipidique,, nos résultats indiquent que les sujets 

L diabétiques obèses ne présentent pas de perturbations protéiques, car les teneurs en protéines 

totales aux niveaux sériques et au niveau des différentes fractions de lipoprotéines (ApoB 100-

L VLDL, ApoB 1 OO-LDLet Apo AI-HDL) restent stables pour les diabétiques obèses comparés 

aux témoins, et ceci quelque soit le sexes. Ces résultats sont en accord avec MARÇAIS et al. 

L (2005). Par contre, d'autre études montrent que les dyslipoprotéinemies sont plus fréquentes 

chez les diabétiques obèses que dans la population témoins (MCENENY et al., 2000). 

L Par ailleurs, l'hyperglycémie ainsi que les autres troubles métaboliques liés au défaut de 

C
l'insuline, au cours du diabète de type 2 (associé à l'obésité) peuvent induire également un 

stress oxydatif (WOLD et al., 2005; MONNIER et al., 2007) qui correspond à un 

C
déséquilibre entre la production des radicaux libres et les défenses antioxydantes (PARIS et 

al., 2003 ;HALENG et al., 2007). 

L'augmentation du stress oxydatif au cours du diabète a donc été principalement démontrée 

L 	par une augmentation des dommages causés par les radicaux libres sur les protéines et les 

lipides (LOUIS et al., 2006). 

L 	Nos résultats indiquent que chez les DNID obèses, les produits de la peroxydation lipidiques: 

les diènes conjugués, les hydroperoxydes et le MDA plasmatique sont significativement plus 

L 	élevés chez les DNID obèses. 

- 	Le principal marqueur de l'augmentation des radicaux libres est l'augmentation de la 
L 	peroxydation lipidique (NEGRE-SALVAYRE et SALVAYRE, 2003). Plusieurs études ont 

I - 	mis en évidences l'augmentation du taux des produits de peroxydation lipidiques (diènes 
1i 	conjugués, hydroperoxydes) dans le plasma des diabétiques obèses (FERRETTI et al., 

f4 	
2002). 

Chez des patients dont le diabète est mal équilibré, des périodes prolongées d'hyperglycémie 

L - 	peuvent entraîner une élévation du stress oxydant et des modifications des lipoprotéines. Ces 

modifications sont le résultat de phénomènes de glycation (union du glucose à des protéines), 

d'oxydation et d'agrégation (VERICEL et ai, 2004 ; WATALA et al., 2005). 

Il a été récemment démontré que toutes les perturbations micro et macrovasculaires sont la 

conséquence du stress oxydant. Les espèces réactives à l'oxygène favorisent l'oxydation des 

lipoprotéines au niveau extracellulaire et altèrent le fonctionnement cellulaire endothélial 

(GILLERY, 2006). 
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- 	 Discussion 

- 	L'oxydation des lipoprotéines de basse densité (LDL) est considérée comme un des facteurs 

critiques de l'athérogénèse. Cette oxydation est le résultat de l'équilibre entre la stimulation 

prooxydative et les antioxydants endogènes présents à l'intérieur des LDL, équilibre 

dépendant strictement de la concentration de substrats oxydables, c'est-à-dire les acides gras 

insaturés (WATALA et al., 2005). 

LAZAREVIC et al. (2006) indiquent que chez les DN!D obèses les diènes conjugués 

produits de la peroxydation lipidique sont augmentés de façons significatives par rapport aux 

témoins. 

Des études sur l'homme MOHORA et al. (2003) et MERZOUK et al. (2004) montrent que 

le diabète est associé à une augmentation dans le sang des produits issus de la peroxydation 

lipidique et essentiellement des hydroperoxydes, résultant de l'hyperglycémie. Il est connu 

que, l'augmentation du glucose augmente la production des radicaux libres et diminue la 

défense naturelle antioxydante (BONNEFONT-ROUSSELOT et al., 2000). 

Le MDA est un des produits terminaux formés lors de la décomposition des acides gras 

polyinsaturés médies par les radicaux libres, il excellent substrat des peroxydases 

(HARNETT et al., 2000). Le MDA plasmatique augmenté dans le plasma des diabétiques 

obèses. Ces résultats sont en accord avec ceux trouvés par LAZAREVIC et al. (2006) qui 

suggèrent qu'il y a une augmentation de MDA et des hydro peroxydes plasmatique chez les 

diabétiques de type 2 obèses. 

L'hyperglycémie chronique induit une augmentation de l'oxydation des protéines chez les 

diabétiques de type 2. Cette augmentation serait susceptible de contribuer au développement 

des complications vasculaires liées au diabète (JAKUS et RIETBROCK, 2004). 

Nos résultats montrent que les produits de l'oxydation des protéines (protéines carbonylées) 
L sont significativement élevés chez les diabétiques de type II. Ces résultats sont confirmés par 

L ÇAKATAY. (2005), qui indique chez les DNID obèses les protéines carbonylées sont 

augmentés significativement par rapport aux témoins. L'oxydation des protéines est un signe 

L de l'endommagement tissulaire, causé par le stress oxydatif, l'augmentation du taux des 

carbohydrates, ou les deux (MAYNE, 2003). 

L Pour se défendre des effets délétères des radicaux libres, l'organisme humain possède une 

variété de système de protection, capable de neutraliser ou dégrader les ROS. 	- 

Les systèmes antioxydants sont soit des molécules qui captent rapidement les ROS (anti-

oxydants proprement dits), soit des systèmes enzymatiques qui catalysent la conversion des 

I - 	molécules pro-oxydantes (SCHULZ et al., 2004 ; WASSMANN et al., 2004). 

L 
L 

L.. 
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Discussion 

L'activité des enzymes antioxydants au cours du diabète reste controversée; elle peut 

augmenter, diminuer ou rester inchangée, mais semble dépendre de plusieurs facteurs qui 

peuvent être spécifiques au diabète comme le type et la durée du diabète, le type de traitement 

E ainsi que le contrôle glycémique, qui reste le facteur principale (SALVAYRE et al., 2003). 

Dans notre travail, l'activité de la catalase érythrocytaire et plasmatique chez les diabétiques 

de type 2 est similaire à celles des témoins et ceci quelque soit le sexe. Ces résultats sont en 

accord avec ceux CZERN1CHOW et al. (2006) qui ont montré que l'activité de la catalase 

L érythrocytaire, enzyme antioxydante qui dégrade spécifiquement les H202 en H20 et 02, ne 

semble pas être altérée chez les patients diabétiques de type 2 (CANGEMI, 2005). Par contre 

RAMAZAN-SEKEROGLU et al. (2000) décrivent une diminution de l'activité de la 

catalase érythrocytaire chez les diabétiques de type II obèses. 

Le stress oxydant est considéré comme un mécanisme important à l'origine des lésions des 

	

- 	cellules 3 dans le diabète type 2 (LUI et al., 2007). Ces cellules, seraient particulièrement 

vulnérables au stress oxydatif, en raison d'une faible expression d'enzymes antioxydantes, 

	

• - 	comme la catalase et la glutathion peroxydase (MONTONEN et al., 2004). Il est donc 

-  probable que le stress oxydatif soit impliqué dans la dégradation des cellules 13, observée dans 

le diabète de type 2 (WONG et BRUBAKER, 2006). 

Des études chez l'animal viennent conforter cette hypothèse, suggérant ainsi une éventuelle 

utilité des antioxydants dans la prévention du diabète (CERIOLLO et MOTZ, 2004; 

KANETO et al., 2005). 

	

- - 	Chez le rat obèse et diabétique OLETF, la troglitazone prévient l'augmentation des produits 

de peroxydation des lipides (FUKI et al., 2000). SREENAN et al.(1996) ont initialement 

montré que le traitement des rats diabétiques ZDF par la metformine et la troglitazone, deux 

molécules ayant des propriétés antioxydantes, prévient l'apparition de l'hyperglycémie. 

- Plusieurs chercheurs ont montré que les concentrations plasmatiques et tissulaires de certains 

antioxydants comme l'acide ascorbique antioxydant plasmatiques majeur, sont diminuées 

chez les diabétiques de type2 (TESSIER et al., 2007). 

Le statut en vitamine C dépend de l'interaction entre la consommation alimentaire de cette 

vitamine et les concentrations plasmatiques d'insuline et de glucose (ABRAHAM et 

KAPPAS, 2005). Ainsi, la diminution de la vitamine C au cours du diabète peut être la 

conséquence d'une; réduction de la captation cellulaire de l'acide ascorbique, puisque le 

	

- 	glucose (qui se trouve en excès) entre en compétition avec l'acide ascorbique, et d'une 

augmentation d'excrétion urinaire de l'acide ascorbique ainsi qu'une réduction de la 
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concentration du glutathion indispensable à la regeneration enzymatique de l'acide ascorbique 

à partir du déhydroascorbate (V1OLI et CANGEMI, 2005). 

- 	Dans notre étude, la faible teneur en vitamine C peut être en faveur de son utilisation accrue, 

suggérant des besoins importants afin de réduire le stress oxydatil' chez les diabétiques. D'un 

- 	autre coté, elle peut refléter une consommation réduite en cette vitamine ou d'une réduction de 

sa captation cellulaire de à l'hyperglycémie. 

- 	Par ailleurs, plusieurs auteurs montrent que l'ORAC est un bon indice du stress oxydant chez 

les diabétiques (COURDEROT-MASUYER et al., 2000). Nos résultats montrent que le 

- pouvoir antioxydant total (ORAC) chez les diabétiques obèses est plus faible, que celui des 

témoins. Ceci peut s'expliquer par une délillance du système (le défense antioxydant, et une 

élévation de la production des radicaux libres (MERZOUK et al.,2004). 

Dans l'étude réalisée par KASSAB-CHEKIR et al. (2008), les patients diabétiques montrent 

une activité antioxydante sérique totale considérablement plus faible que celle des témoins. 

Cette étude montre également que les patients diabétiques ont une protection antioxydante 

significativement déficiente susceptible d'augmenter leur vulnérabilité aux dommages 

oxydatifs et de favoriser le développement de complications diabétiques. 

- 	En effet, le statut antioxydant total est le reflet de l'ensemble des paramètres, enzymatiques et 

non enzymatiques, participant au maintien de l'équilibre de la balance oxydante 

/antioxydantes (KASSAB-CHEKIR et al., 2008). 
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Conclusion 

Le diabète non insulinodépendant associé à l'obésité est à l'origine de nombreux troubles 

L métaboliques, qui sont susceptible de provoquer des complications à moyen et à long terme. 

Nos résultats montrent que le métabolisme lipidique et lipoprotéique sont perturbés chez les 

L diabètetiques de type 2 obèses. 

Au niveau sérique, il ya une augmentation significative de la glycémie, par contre aucune 

L différence en urée, créatinine, acide urique, cholestérol total (CT) et protéine totale, n'est 

observée. 

L De plus les dyslipidémie associées au DNID sont caractérisées par une augmentation des taux 

en TG au niveau sériques et au niveau des fractions lipoprotéiques, ainsi q'une élévation des 

L taux de cholestérol au niveau des VLDL et LDL et la diminution de celui-ci au niveau des 

f 	
HDL. Ces variations constituent des anomalies indiquant dans un risque d'athérosclérose. 

L. 	En plus, il apparaît clairement que la balance oxydante/antioxydante est altérée au cours du 

diabète de type 2. 

L 	Nos résultats indiquent que les taux plasmatiques et érythrocytaires des hydroperoxydes et des 

- 	protéines carbonylées augmentent chez les DNID obèses comparés aux témoins .Par ailleurs, 

L 	le taux du MDA plasmatiques et diènes conjugués augmentent chez les DNID obèses. 

Par contre, une diminution du pouvoir antioxydant total et de la vitamine C a été notée chez 

L 	les DNID obèses comparés aux témoins, tandis que, l'activité plasmatique et érythrocytaire de 

la catalase ne varie pas chez les DNID obèses. 

L 	Ces résultats sont en faveur d'une dyslipidémie et d'une désequilibre de la balance oxydante 

- 	/antioxydante chez les DNID obèses due soit à une diminution des défenses antioxydante soit 

L 	une augmentation de la production radicalaire. 

- 	Il est donc nécessaire de réduire l'incidence de l'obésité en recommandant une hygiène de vie 
L 	et plus particulièrement par une alimentation équilibrée riche en antioxydant, un suivi 

- 	régulière de la glycémie et la pratique du sport. 
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1-Dosage de glucose (KIT PROCHIMA) 

Réactif 1: étalon de glucose à 1g!! 

Réactif 2: solution phénolique 

Réactif 3: enzyme +amino-4-antipyrine+tampon phosphate 0. ]M. 

Solution de travail: dans une fiole de 500m!, verser le contenu du réactif 3, ajuter le contenu 

du flacon 2, rincer le du flacon 2, compléter à 500m1 avec de Peau distillée . La Solution de 

travail est stable 1 mois à +40  e. 

Mode opératoire: 

Blanc Etalon Dosage 

Solution de travail 2m! 2m! 2m1 

Réactif 1 - 20p.1 - 

Sérum - - 20j.t1 

Mélanger, attendre 20minutes à température ambiante, lire la densité optique de l'étalon 

(DOE) et du dosage (DOD) à une longueur d'onde: 505nrn 

Calcul : Concentration (glucose) g/1 = (DO échantillon / DO étalon) x  lg!l 

2-Dosage de la créatinine (Méthode colorimétriquc avec déprotéinisation par méthode 

de JAFFE) 

Réactif 1: étalon créatinine 

Réactif 2: d'acide trichloroacétique dilué 

Réactif 3: Réactif alcalin 

Réactif 4: Réactif à l'acide picrique 

Mode opératoire: 

Echantillon : sérum recueilli sur sang héparine 

Préparation de l'échantillon : induire dans un tube à centrifuger 

- 	1. 1 m sérum 

2. imide réactif 2 

Blanc Etalon Dosage 

Eau distillée 500pi 500pJ - 

Réactif 1  

Réactif 1 500p.l - - 

Déféquat - 
- 1000.tl 

Réactif 1 500p.l 500!.xl 500pi 

Réactif 1 500pi 500pi 500pi 	 I 



Annexes 

Mélanger, lire la DO après 20minutes à une longueur d'onde: 520nm 

Calcul: Taux de créatinine en mg!! = (DO échantillon / DO étalon) x  20 

3-Dosage de l'urée (KIT PROCHIMA) 

Réactifs: 

Réactifi :Tompon 

Réactif2: EDTA 

Salicylate de sodium 

Nitroprussiate de sodium 

Uréase 

Phosphate PH=6,7 

Réactif3 :Etalon urée 

Réactif4 : Hypochlorite de sodium 

Hydroxyde de sodium 

Mode opératoire: 

Blanc Etalon Echantillon 

Etalon - 10il - 

Echantillon  

Réactif imi 1m! imi 

Mélanger, incuberi Omin à 20-25°C. Ajouter ensuite. 

I Réactif4 	 I 	lrnl 	I 	lin! 	I 	1m! 

Mélanger, incuberlOmin à 20-25 °C. Ajouter ensuite. 

Lire l'absorbance de l'échantillon et de l'étalon contre le blanc à 590nm. 

Calcul: Concentration en urée mg/dl = (DO échantillon / DO étalon) x  0,5mg/dl. 

4-Dosage d'acide urique (KIT PROCHIMA) 

Réactifs: 

Réactifi: Réactif deprotei nisation 

Réactif2: Réactif étalon d'acide urique à lOOmg/l 

Réactif3: Réactif carbonate 

Réactif4: Réactif phosphotungstique 

Mode opératoire 

Sérum frais non hémolysée 	 1m! 

Réactif I 	 1m! 

Mélanger puis centrifuger pendant 1 Omn. 
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Réaction colorée 

Blanc Etalon Dosage 

Défécat lipide - - 1m! 

Réactif2  

- Eau distillée 1 ml - 

Réactif3 3m! 3m! 3m! 

Réactif4 0,15m1 0,15m1 0,15m1 

Agiter, après I Omin, procéder à la lecture au photomètre. 

Lecture : longueur d'onde : 620nm. 

Calcul: Concentration en acide urique mg!! = (1)0 échantillon I 1)0 étalon) x  OOmg/l. 

5-Dosage de protéines totales (KIT PROCHIMA) 

Réactifs: 

Réactif Biuret 

Réactif Blanc 

Étalon 

Mode opératoire: 

Blanc Etalon Dosage 

Eau distillée 0.02ml - - 

étalon - 0.02m1 - 

Sérum ou plasma - - 0.02m1 

Solution I 1 m lml 1m! 

Mélanger, incuber pendant 30 minutes entre (20 et25vC). 

Mesuré l'absorbance de l'échantillon et de l'étalon contre le blanc réactif à 620nm. 

Calcul: Concentration en protéines totales g!! = (DO échantillon / DO étalon) x 60mg/dl. 

6-Les solutions nécessaires pour la préparation des lipoprotéines: 

l-Na OH iN: 4g Na OH dans 100m! d'1-1 20. 

2- Acide phosphotungstique: 4g d'acide phosphotungstique+16m1 Na OH (1N)+50m1 d'eau 

distillé, PH= 7,6.compléter àlOOml 

3-Mg C1202M: 40,66g dans 100ml d'eau distillé 

4-Solution de solubilisation, citrate trisodique: 3,83g dans lOOml d'eau distillé (tampon tris), 

PH=7,6. 
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6.1-Méthode utilisée dans séparation des différentes fractions de lipoprotéines par 

précipitation (Burstein et al., 1970) 

3m1 de sérum 
40l d'acide phosphotungstique 

1500 Mg C12 

Mélanger, incuber 1 5mn20 °c, 
Centrifuger à3 000tr/mn 
pendant 1 5mn 

1 	___ 
Précipité A=VLDL 	 Surnageant A 

1+ Ajouter 120t1 d'acide 

Solution avec (1 ml) 	 phosphotungstique 

du tampon tris 
Même conditions 
précédentes 

4. 	 4. 
Précipité B=LDL 	 Surnageant B 

Ajouter 1,5.t1 d'acide 

Solution avec (1 ml) 	 phosphotungstique 

du tampon tris 	 1500 Mg C12 

Mélanger, incuber2 heures, 
Centrifuger à4000tr/mn 
pendant20mn 

Précipité C=HDL 	1 	 1 	Surnageant C 

+ 

Solution avec (I ml) 
du tampon tris 
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7-Dosage de cholestérol (KIT l'ROCHIMA) 

Réactifs: 

Réactif cholestérol prêt à l'emploi .Stocké entre +2 et+8 °c. 

Étalon: 200mg/dl (2,29mmol/1). 

Mode opératoire: 

Blanc Etalon Dosage 

Echantillon  

étalon  

Réactifs 1000pl 1000p.l 1000p.l 

Mélanger, incuberlOmin à 37c. 

Lire l'absorbance de l'échantillon contre le blanc réactif dans les 60nm. 

Calcul: Concentration en triglycéride gll = (DO échantillon / DO étalon) X  200mg/1. 

8-Dosage des triglycérides (KIT PROCHIMA) 

Réactifs: 

Étalon : 200mg/dl (2,29mmol/1). 

Réactif triglycérides: prêt à l'emploi .Stocké entre +2 et+8 0c. 

Mode opératoire: 

Blanc Etalon Dosage 

Echantillon - - lOpi 

étalon  

Réactifs 1000l.1l 1000i.il 1 000p 

Mélanger, incuber5min à 37'c. 

Lire l'absorbance de l'échantillon contre le blanc réactif dans les 60nm. 

Calcul: Concentration en triglycéride g/l = (DO échantillon / DO étalon) x  200mg/1. 

9-Dosage des apoprotéines AI et B100 (KIT SIGMA) 

9.1-Dosage d'apoprotéine AI 

Réactifs utilisée 

Etalon d'apoprotéine Al 

Antiserum d'apoprotéine Al 

Diluant Antiserum 

Préparation de la solution de travail 

15ml de diluant Antisérum +lrnl anticorps (apoAl) 

Mode opératoire 
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Blanc Etalon Echantillon 

(diluél/20) 

étalon  

Echantillon - - 501l 

Solution de travail 2m1 2m1 2rn1 

Mélanger, incuber5min à 35c. 

Lire l'absorbance à 340nm. 

9.2-Dosage d'apoprotéine B100 

Réactifs utilisée 

Etalon d'aporotéine B 100. 

Antiscrum apoprotéine 13100. 

Diluant Antiserum 

Préparation de la solution de travail 

12ml de diluant Antisérum +0,5m1 anticorps (B-100) 

Mode opératoire: 

Blanc Etalon Echantillon 

(dilué1/20) 

étalon  

Echantillon - - lOOl.tl 

Solution de travail 1,2m1 1,2m1 1,2m1 

Mélanger, incuber5min à 35uc. 

Lire l'absorbance à 340nrn. 

10-Dosage du maloiidialdéhydc (Méthode de NOROOZ-ZADEH et al. (1996) 

Solutions préparées: 

A/TBAàO,67%: 

0,67 e TBA +lOOml d'eau distillée 

B/TCAà2O%: 

20g de TCA+ lOOmI d'eau distillée 

Mode opératoire 

Dans un tube à essai on introduit: 

• 1001.11 de plasma /lysa +lml deTBA 0, 67% + 500J.1l TCA à 20%. 

• Vortex, incubation 20nrn àlOO °C. 

• Refroidir, centrifuger à 5000tr/mn pendant lOnm. 
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. Prélever le surnageant qui contient le malondialdéhyde. 

• La lecture se fait au spectrophotomètre à 532nm, contre le blanc qui est l'eau distilée. 

Le calcul de la concentration du MDA: 

Le calcul se fait grâce au coefficient d'extinction du MDA 

E= 1,56 xl 5 l.cm' selon la formule suivante: 

[MDA] échantillon = DO/E.L 

OÙ 

L: longueur de la cuve qui est égale à 1cm 

DO : Densité optique de l'échantillon à 532nm. 

11-Dosage des hydroperoxydes plasmatiques et érythrocytaire (Méthode de NOROOZ-

ZADEH et al. (1996) 

Réactifs nécessaires: 

• Sulfate d'ammonium ferrique. 

• Méthanol. 

• Xylenol orange. 

• Peroxyde d'hydrogène (H202) à 30%. 

• Acide sulfurique (H2 SO4) 

Solutions préparées: 

Réactif de Fox 

Dans une fiole de 250m1, dissoudre 9,8g de Sulfate d'ammonium ferrique dans lOml de 

H2  SO4. 

• Ajouter 80m1 de méthanol. 

• Agiter doucement et régulièrement afin d'obtenir un mélange 

• Ensuite ajouter 7,6g de xylenol orange et bien mélanger la solution obtenue 

Mode opératoire 

• Tube blanc : 90m1 d' d'eau distillée +10m! de méthanol. 

• Tube test: 90ml de plasma /lysa +10m! de méthanol. 

• Vortex, incuber 30nm à température ambiante 

• Ajouter 900ml de réactif de fox. 

• Vortex, incuber pendant 30nm. 

• Cetitri luger à 6000 trs/mn pendant 1 Omn. 

• Lire la DO du surnageant à 560nm 
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• Calculer la différence: DO test -DO  blanc =  DO. 

• [HP]=DO/c 	 c=4,4.10 

12-Oxydation in vitro des lipoprotéines plasmatiques (ESTERBAUER et al., 1989) 

Solutions préparées: 

A/ l'eau physiologique: 

9g de chlorure de sodium (Naci); 

1 litre d'eau distillée 

B/Solution de CuSO4: 

0,0 169 CuSO4; 

L 	1 litre d'eau distillée 

Mode opératoire 

L Dans un tube à essai, on introduit: 

• lOpi de plasma; 

L 	. 300 pi de CuSO4 à lOO.tM; 

• 2m1 960p.1 d'eau physiologique; 

• Vortex, lire directement la DO à 234nm qui désigne le début de la formation des 

diènes conjugués; 

• Incuber 6 heures en lisant la DO à 234nm au spectrophotomètre d'ultraviolet et à l'aide 

	

- 	 d'une cuve en quartz, toutes les lOmn; 

• La lecture s'arrêtera lorsqu'on obtient une DO maximale qui correspond à l'oxydation 

	

- 	 totale, in vitro, des lipoprotéines plasmatiques une courbe cinétique est alors obtenue. 
L 	 13-Dosage des protéines carbonylées (Méthode de LE VINE et al. (1990) 

	

- 	Réactifs nécessaires: 
¼ 	 • Hel: 2 mmol/l 

	

[ - 	
• TCA (acide trichioroacétique): 500g!!. 

• TCA 100g!!. 

	

- 	
• Ethanol/ethylacetate 

• Réactif DNPH (Dinitrophenylhydrazine) 

• NaOH2M 

Mode opératoire 

• Préparer un blanc et les échantillons 

	

- 	• Blanc: 50pJ de plasma +1m! de HCI 2mol!1 

• Test: 50pi de plasma +1ml de réactif DNPH 
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• Vortex, incuber 1h à température ambiante 

• Ajouter par la suite à chaque tube : 200j.t! TCA (500g/1) 	> Précipitation des 

protéines 

• Centrifuger, jeter le surnageant 

• Le culot est en suite solubilisé dans 2m! de NaOH 2M 

• Lire !es DO à 350, 360 et375nm. 

• Calculer la différence : DO ,, - DO blanc = DO. 

• [PC] = DOlE (mmol/l) , s =21, 5 mmo!*l.cnï'. 

14-Dosage de la vitamine C (Méthode de JACOTA et al. (1982) 

Solution préparer: 

• TCA (acide trichloroacétique): 10%. 

• Folin diluée au 1/10. 

• Gamme acide ascorbique: 

• Solution mère (SM): 100mW1 -* soit 1 0pg/ml 

• Si : 1m! SM +9m1 H2O —* lop.g/ml 

• S2: 2m! S1 +2m! H2O ..... 5.tg/ml 

• S3: 1m! S2 +1m! H2O —* 2,5pg/m! 

Mode opératoire 

• 1m! plasma + 0,5m1 TCA 	' 	Vortex 

• Placer le tube dans un bain à glace pendant 30min 

• Centrifuger lømin à 3000tJmin 

• Prélever 0,75 ml du surnageant dans un tube sec 

• Ajouter 0,75m1 H20 distillée vortex 

— 	• Ajouter 150t1 Folin .Vortex 

• Incuber 37°C/1 5min 

— 	• Lire la DO à 769nm 

• Pour la gamme: 0,75 m!+0,75 m! H20 D +151 Folin 

— 	• Incuber et lire à 760nm 

15-Evaluation de l'activité de la catalase (AEBI ,1974). 

— 	Solutions préparées: 

• Solution d'H202 à 30mmol/l 
— 	• Réactif TISO4 (Titamium oxyde sulfate) 

L. 



Annexes 

• Faire bouillir pendant lOmn en couvrant l'erlen, laisser reposer une nuit, puit le filtrer 

(filtre whatman) et le conserver à l'abri de la lumière à température ambiante. 

Mode opératoire 

Pour le blanc dans un tube sec on introduit: 

1,5 ml d'eau physiologique +500tl de TISO 4  

Pour le plasma dans un tube sec, introduire: 

• 500p.l de sérum 

• SOOitl de H20 2  

• 500tl d'eau physiologique 

• Agiter puis incuber 5mn 

• Ajouter 500.tl de TISO4 

• Lire la DO à 420nrn contre le blanc 

Pour le lysat, chaque lysat d'échantillon est dilué à 1150. 

Gamme d'étalon 

0,5mM 1 m 1,5 MM 2 m 2,5mM 

H202à30 mM 50 100 150 200 1000 

Eau 	physiologique 2,95 

(ml)  

2,90 1,85 1,80 2 

Réactif TISO 4  (ml) I 1 1 1 1 

Calcul de l'activité de la catalase 

On trace la courbe de la gamme d'étalon : DO=F (I -1202), on obtient une droit d'où ou va 

projeter les DO des échantillons pour voir les concentrations d' 1 -1202 restantes. 

Le calcul de l'activité de la catalase se fait suivant cette méthode: 

A=log [] de départ - log [] restante 

= log 10 - log [H202] 

Volume de l'incubation =1,5; Dilution 1/3 pour l'obtention du lysat, puis 1150; Volume de 

l'échantillon= 500 jfl (0,5ml); Temps de l'incubation = 5mn; 

La formule est donc 

Activité de la catalase plasmatique = Ax 1,5/0,5151 min/ml 

Activité de la catalase érythrocytaire= Axl,5x150/0,5/5 (U/minlml) 
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16-Dosage du pouvoir antioxydant total (ORAC) 

Solutions préparées 

Solution de C,,SO4 (2mM) 

Solution d'H202 à 30mmol/1 

- 	Solution d'acide ascorbique à 91 g/l 

Mode opératoire 

Prélever 5ml de sang sur tube avec anticoagulant 

• Centrifuger 3000trs/min pendant 1 Onm 

• Jeter le surnageant récupérer le culot (globules rouges)  
ÎÎLUPU1-.J-.E UT 

• Laver le culot avec l'eau physiologique à pH=7,4 

- 	• Mélanger doucement à fin d'éviter l'hémolyse 

• Centrifuger 2000trs/min 

- 	• Jeter le surnageant 

L 	 • Prélever 1 ml de globules rouges 

- 	 Préparation du blanc: 
- 	 • Dans un tube sec, on introduits 1m! de globules rouges +2ml d'H20 physiologique 

• Ajouter 2041 de CSO4 (2mM) ensuite 201.tl d'H202 à 30% 

• Mélanger doucement 

• Incuber 5mn à température ambiante 

• Centrifuger 2000trs/min pendant 5mn 

• Lire la DO du surnageant à 450nm 

• Remettre le surnageant dans le tube du départ 

• Mélanger légèrement 

- 	• Incuber 15mn 

• La centrifugation et la lecture se font toutes les 15mn à 5mn, 20mn, 35mn, 50rnn, 

65inn, et80mn. 

Préparation de l'étalon: 

• Dans un tube sec, on introduits lml de globules rouges +2m1 d'H208 physiologique 

• Ajouter 200 de C uSO4 (2mM) ensuite 20!.tl d'H202 à 30%+20p1 d'acide ascorbique 

- 	• Mélanger doucement 

• Incuber 5mn à température ambiante 

- 	• Centrifuger 2000trs/min pendant 5nm 

• Lire la DO du surnageant à 450nm 
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• Remettre le surnageant dans le tube du départ 

• Mélanger légèrement 

• Incuber 15mn 

• La centrifugation et la lecture se font toutes les I5mn à 5mn, 20mn, 35mn, 50mn, 

65mn, et8Omn. 

Préparation de l'échantillon: 

• Dans un tube sec, on introduits 1 ml de globules rouges +2m1 d'H208 physiologique 

• Ajouter 20tl de C,SO4 + 20j.tI d'l-1202 à 30%+20il de sérum 

• Mélanger doucement 

• Incuber 5mn à température ambiante 

• Centrifuger 2000trs/min pendant 5mn 

• Lire la DO du surnageant à 450nm 

• Remettre le surnageant dans le tube du départ 

• Mélanger légèrement 

• Incuber 15mn 

• La centrifugation et la lecture se font toutes les 15mn à 5mn, 20rnn, 35mn, 50mn, 

65mn, et8Omn. 



TABLEAUX 
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Tableau IV: Teneurs sériques en glucose chez les témoins et chez les diabétiques obèses 

(DNID obèses) en fonction de sexes 

Population Femmes Hommes 

Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses 

Glucose 0,88 ± 0,15 1,63±0,32 0,87± 0,15 1,49±0,24m  0,89± 0,14 1,83±0,31 

(g/l) 

• Chaque valeur représente la moyenne ± erreur standard ES. La comparaison des 

moyennes entre témoins et diabétiques obèses est effectuée par le test « t » de student. 

•. Comparaison entre diabétiques obèses et témoins :*p<  0.05, **p<  0.0 1, ***p<  0.001 

+ Comparaison entre femmes et hommes p<  0.05,p< 0.0 1, p< 0.001 

Tableau V : Teneurs en urée, créatinine et acide urique chez les témoins et les diabétiques 

obèses (DNID obèses) en fonction de sexes 

Population Femmes Hommes 

Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses 

Urée (gl1) 0,26±0,08 0,26±0,05 0,23±0,07 0,28±0,06 0,28±0,06 0,26±0,03 

Créatinine 

(mg/l) 8,49±0,82 8,30±0,97 8,48±0,89 8,30±1,12 8,51±0,76 8,30±0,79 

Acide 

urique 41,03±4,05 38,42±4,26 

(mg/l)  

38,32±1,88 36,78±3,45 44,79±3,12 42,24±3,62 

+ Chaque valeur représente la moyenne ± erreur standard ES. La comparaison des 

moyennes entre témoins et diabétiques obèses est effectuée par le test « t » de student. 

+ Comparaison entre diabétiques obèses et témoins :p< 0.05, p< 0.01, 
***p< 

 0.001 

+ Comparaison entre femmes et hommes : $p< 0.05, $'p< 0.01, p< 0.001 
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Tableau VI: Teneurs en triglycérides du sérum et des lipoprotéines chez les témoins et les 

diabétiques obèses en fonction de sexes. 

Population Femmes Hommes 

Témoins I)NID obèses Témoins DNLD obèses Témoins DNID obèses 

TG VLDL 0,37±0,11 0,85±0,16" 0,37±0,15 1,07±0,21" 0,38±0,07 0,62±0,02' 

(gIl) 

TG LDL 0,27±0.20 0,94±0,31 " 0,47±0,17 1,16±0,24" 0,17±0,15 0,72±0,22" »  

(g/l) 

TG HDL 0,49±0,11 0,89±0,07" 0,46±0,03 0,8910,04 0,52±0,15 0,9±0,10" 

(g/l) 

TG sérum 1,71±0,37 2,28±0,34' 1,73±0,29 2,69±0,34 eew 1,45±0,25 1,87±0,23" 

(gIl) 

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

moyennes entre témoins et diabétiques obèses est effectuée par le test « t » de student. 

+ Comparaison entre diabétiques obèses et témoins :'p< 0.05, **< 0.01, "p< 0.001 

+ Comparaison entre femmes et hommes : $p< 0.05, p< 0.01, "'p<0.001 

Tableau VII : Teneurs en cholestérol du sérum et des lipoprotéines chez les témoins et les 

diabétiques obèses. 

Population Femmes Hommes 

Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses 

CT VLDL 0,38±0,22 0,84±0,26 0,40±0,18 0,72±0,29" 0,35±0,29 0,97±0,27" 

(g/l)  

CT LDL 0,49±0,10 0,67±0,08 0,46±0,05 0,70±0,08" 0,52±0,05 0,63±0,08" 

(g/l)  

CT HDL 0,97±0,32 0,27±0,18 0,82±0,20 0,33±0,25" 0,17±0,3 0,20±0,06" 

(g/l)  

CT sérum 1,77±0,30 0,79±0,33 1,69±0,22 1,76±0,38 1,76±0,71 1,82±0,32 

(g/l)  
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•. Chaque valeur représente la moyenne ± erreur standard ES. La comparaison des 

moyennes entre témoins et diabétiques obèses est effectuée par le test « t » de student. 

+ Comparaison entre diabétiques obèses et témoins :p< 0.05, 	0.0 1, 	0.001 

•:• Comparaison entre femmes et hommes : $p< 0.05, Ilp< 0.01, 111p< 0.001 

Tableau VII : Teneurs en protéines totales au niveau du sérum et au niveau des différentes 

fractions de lipoprotéines chez les témoins et les diabétiques obèses 

Population Femmes Hommes 

Témoins DNID Témoins DNID Témoins DNID 

obèses obèses obèses 

ApoBIOOVLDL 

(g/1) 0,2±0,02 0,21±0,04 0,22±0,02 0,23±0.01 0,20±0,02 0,21±0,01 

Ap0B100LDL 

(9/1) 0,14±0,03 0,14±0,02 0,16±0,01 0,15±0,01 0,14±0,01 0,15±0,01 

Ap0A1HDL 

(gf1) 0,23±0,03 0,24±0,04 0,26±0,02 0,27±0,02 0,25±0,03 0,24±0,04 

PT-sérum (g/1) 65,7±7,03 72,8±6,23 68,84±7,2 74,65±8,23 70,2±6,33 75,36±5,58 

+ Chaque valeur représente la moyenne ± erreur standard ES. La comparaison des 

moyennes entre témoins et diabétiques obèses est effectuée par le test « t » de student. 

•• Comparaison entre diabétiques obèses et témoins :*p<  0.05, p< 0.0 1, 	0.001 

+ Comparaison entre femmes et hommes p< 0.05,p< 0.01, 111p< 0.001 
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Tableau IX : Teneurs plasmatiques et érythrocytaires en MDA, en Hydroperoxydes et en 

Protéines Carbonylées chez les témoins et les diabétiques obèses (DNID obèses) 

Population 	1 Femmes 	I 	Hommes 

Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses Témoins DNID obèses 

MDA 

plasmatiques 1.82±0.20 2.324-0.32*4 1.73±0.42 2.86±0.77 e" 1.72±0.46 2.23±031 

(pmol/I) 

MDA 

érythrocytaires 5,49±1,08 7,66±2,48 5,75±1,06 7,36±2,23 6,13±2,17 8,66±2,91 

(pmol/I) 

HP 

plasmatiques 1,29±0,23 2.05±0.21 1,35±0,29 2,16±0,1 1,23±0,14 1,94±0,23 

(pmol/I) 

HP 

érythrocytaires 3,43±0,47 4,92±0,82  5.03±0.76 3.27±0.59 4.81±0.93 

(pmol/I) 

PC 
plasmatiques 

1.89±0.33 2.86±0.36 1.76±0.18 2.85±0.41 * 
 

2.03±0.42 2,86±0.38 
(mmol/I) 

PC 

érythrocytaires 4.62±0.80 6.77±0.814*  4.74±0.55 7.07±1.04 3.77±0.76 6.48±0.47 

(mmol/I) 

+ Chaque valeur représente la moyenne ± erreur standard ES. La comparaison des 

moyennes entre témoins et diabétiques obèses est effectuée par le test « t » de student. 

•• Comparaison entre diabétiques obèses et témoins : 4p< 0.05, 44p< 0.0 1, 444p< 0.001 

+ Comparaison entre femmes et hommes: $p< 0.05,p< 0.01, 111p< 0.001 
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Tableau X: Teneurs en catalase plasmatiques et érythrocytaires, en vitamine C et en pouvoir 

antioxydants total (ORAC) chez les témoins et les diabétiques obèses (DNID obèses) 

Population Femmes Hommes 

Témoins DNID Témoins DNID Témoins DNID 

obèses obèses obèses 

Catalase 

plasmatiques 0,55±0,04 0,54±0,04 0,55±0,04 0,55±0,04 0,54±0,04 0,5 1±0,03 

(U/minJ*) 

Catalase 

érythrocytaires 100,2±18,47 97,29±11,89 108±32,12 99±11,27 96,3±6,47 93,3±14,85 

(U/min/J)  

Vitamine C 

(pg/mIJ 23,50±3,59 15,10±2,87**  24,46±2,74  14,14±2,29**t  22,55±4,28 16,22±3,25** 

ORAC 

(UA) 1,93±0,57 1,15±0,34**  2,02±0,61  1,21±0,29** 1,77±0,47 1,02±0,42 

•• Chaque valeur représente la moyenne ± erreur standard ES. La comparaison des 

moyennes entre témoins et diabétiques obèses est effectuée par le test « t » de student. 

•. Comparaison entre diabétiques obèses et témoins :p< 0.05, p< 0.01, p< 0.001 

•• Comparaison entre femmes et hommes: $p<  0.05,p< 0.0 1, p< 0.001 



J 	.. 

Résumé 

Le but de ce travail est de déterminer les altérations métaboliques (lipides, protéines et 
lipoprotéines) et le statut oxydant /antioxydant chez des diabétiques non insu linodépendant.obèses de 
la région de Tlemcen. 

Nos résultats montrent une augmentation des teneurs en glucose et triglycérides (TG), tandis que 
les teneurs en urée, créatinine, acide urique, cholestérol total (CT) et protéine totale ne montrent 
aucune différence significative chez les DNID obèses. 

Les altérations de la composition des lipoprotéines chez les diabétiques obèses sont caractérisées 
par une augmentation des teneurs en TG au niveau des fractions lipoprotéiques (VLDL, LDL, HDL); 
une augmentation des teneurs. en. CT-VL.DL et CT-LDL et réduction du CT-l-IDL, tandis que, les 
teneurs en apoprotéines au niveau des fractions lipoprotéines sont similaires à celles (les témoins. 

De plus, les résultats obtenus indiquent que les DNID obèses présentent un stress oxydatif marqué 
par une augmentation du MDA plasmatique et des diènes conjugués, ainsi qu'une augmentation des 
protéines carbonylées et des hydroperoxydes au niveau plasmatique et érythrocytaire. Par contre, une 
diminution du pouvoir antioxydant total et de la vitamine C est nôtée, tandis que, la catalase 
plasmatique et érythrocytaire ne montre aucun différence. 

En conclusion, le diabète de type2 (associés à l'obésité) induit des altérations du métabolisme des 
lipoprotéines et du système oxydant /antioxydant qui peuvent aggraver les complications du diabète. 
Mots clés: DNID- obésité- lipoprotéines- stress oxydant. 

Abstract 

The aim of this study was to determine the metabolic alterations (lipids, proteins and lipoproteins) 
and the oxidant /antioxidant status in non-insu lin dependant diabetic obese NIDDM) in Tleincen area. 

Our resuits showed.a significant increase in glucose and triglycerides (TG) sertira concentrations 
while there are no significant différences in urea, creatinin, uric acid, cholesterol (CT) and proteins 
(PT) in NJDDM related to obesity. 

The alterations of lipoproteins composition in NIDDM related to obesity were characterized by a 
raise in TG lipoproteins fractions (VLDL, LDL, HDL); an increase in CT-VLDL, CT-LDL 
concentrations and a decrease in CT-HDL while the concentrations of apoproteins remain unchanged. 
Moreover, our resuits showed that NIDDM related to obesity presented oxidant stress inarked by high 
plasma MDA and conjugated diénes. Also, plasma and erythrocyte carbonyl proteins and 
hydroperoxide were increased. In contrast, the total antioxidant status and vitamin C were decreased 
while plasma and erythrocyte cata!ase activity no showcd significant différences. 

In conclusion, type 2 diahetes (related to oesity) vas associated to several alterations of lipoprotein 
metabolism and oxidantlantioxidant status, which couid aggravte diabetic complications. 
Keys words: NIDDM- obesity- lipoproteins- oxidant stress. 
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