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Résumé :

La présente étude examine les degrés d’obésité, hypertension, bilan lipidique, le taux
d’oxydation d’LDLs et le statut oxydatif chez les patients atteints d’affection cardiovasculaires (CVD)
et diabétiques (DT2). Quatre vingt (80) sujets sont pris -pour étude- sur 200 patients répertoriés dans
différentes enceintes hospitalieres. Les paramétres mesurés sont les indices anthropométriques (age,
Poids, Tour de taille TT et IMC) ; et bilan biochimique (Glyc,CHOL, TG, LDL et HDL) ; le statut
antioxydant total par mesure d’inhibition d’ABTS ; 1’évaluation de la peroxydation lipidique TBARS
et la quantification de la concentration d’LDL oxydé Ox-LDL par la méthode ELISA. Nos résultats
montrent que la majorité des patients (>50%) sont en surpoids et obéses et que le CHOL, TG, LDL
augmentent avec les degrés d’IMC. Nous démontrons un effet significative des maladies atteintes sur
la majorité des parametres biochimiques ; le groupe CVD présente des taux CHOL, TG, LDL et Glyc
et d’Ox-LDL significativement (p<0.01) les plus élevés en comparaison avec les Témoins ; Les taux
de TBARS et d’ABTS présentent un niveau supérieur sans degreé significatif chez les patients DT2.
Nos données suggéerent que l'oxydation des LDLs (Ox-LDL) augmente en corrélation positive avec
I’age (r =0.35), CHOL et TG (0.24 et 0.22) et avec Glyc (p<0.001). Aux achévements de nos
objectifs, nous démontrons a travers cette étude que I'Ox-LDL, et le statut oxydatif pourrait constituer
un portfolio évaluateur des risques cardiovasculaires chez les personnes cliniquement non expressifs.
Bien que I’évaluation du statut oxydatif pourrait étre instruit facilement et directement sur sérums, il
semble insuffisant que ces mesures pourraient refléter le pronostic clinique ou bien 1’aspect de prise
en charge des patients a risque ou qui peut présenter une lésion vasculaire potentiellement silencieuse.
D’autres études sont nécessaires pour y étre un supplément a notre travail, en particulier, les éléments
marqueurs qui pourraient améliorer la prédiction sub-clinique des facteurs prédisposant les affections

cardiovasculaires.
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Abstract:

The present study has examined the degrees of obesity, hypertension, lipid profile, LDL
oxidation and oxidative status in patients with cardiovascular disease (CVD) and diabetes (T2D).
Eighty (80) subjects were taken from 200 patients in different hospital facilities (EPH of Medea, EPH
of Blida). The parameters measurements are the anthropometric indexes (age, weight, Waist
circumference TT and BMI); glycemia Glyc and lipid profile (Cholesterol CHOL, Triglycerides TG,
LDL and HDL) ; the total antioxidant status by ABTS inhibition; the evaluation of the lipid
peroxidation TBARS and the quantification of the oxidized LDL Ox-LDL concentration by the
ELISA method. Our results are showing that the majority of patients (> 50%) are overweight and
obese and that CHOL, TG, LDL increases with degrees of BMI. We demonstrate a significant effect
of the reached diseases on the majority of the biochemical parameters; the CVD group has
significantly higher (P <0.01) CHOL, TG, LDL, and Glyc et Ox-LDL compared with controls.
TBARS and ABTS levels were higher in DT2 patients with no significant rank. Our data suggest that
oxidation of LDLs (Ox-LDL) is correlated positively with age (r = 0.35), CHOL and TG (0.24 and
0.22) and with Glyc (0.46) (p <0.001). By achieving our goals, we demonstrate through the present
study that Ox-LDL and oxidative status could be a cardiovascular risk assessment portfolio for
clinically non expressive individuals. Although the assessment of oxidative status could be readily and
directly evaluated on serum, well it seems insufficient that these measurements could reflect the
clinical prognosis or the management aspect of patients at risk or who may present a potentially silent
vascular lesion. Further studies are needed to be a supplement to our work, in particular, marker
elements that could improve the subclinical prediction of predisposing factors for cardiovascular

conditions.
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A

ACAT: Acyl-CoA cholestérol Acyl Transférase
ADP :Adenosine diphosphate

AGNE : Acides gras non estérifiés

Apo : apoprotéines

ATP : Adenosine triphosphate

c:

CCR: C chemokine receptor

CETP: Protéine de Transfert des Esters de Cholestérol.
CHOL :cholestérol total

CM : Chylomicrons

CML : cellules musculaires lisse

CVD :_cardiovascular disease

D:

DT2: Diabete de type 2

DO : Densité optique

E:

EC: Esters de cholestérol

ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay
EOR : Especes Oxygénées Réactives

EDTA : Acide Ethyléne Diamine Tétraacétique
F:

FFA : Free Fat Acid

G:

Glyc :.glycémie

GOD :glucose oxydase



H:
HDL : High Density Lipoprotein

HMG-COA réductase : 3-hydroxy-3-méthyle-glutaryl coenzyme A réductase.
4-HNA :4-hydroxynonénal

HTA: Hypertension artérielle.

H202 : peroxyde d’hydrogéne,

1:
ICAM-1 :intercellular adhesion molecule
IDL : Intermediate Density Lipoprotein
IDM L'infarctus du myocarde

IL-I : interleukine

IMC: Indice de Masse Corporelle.

L:
LCAT: Lecithin-Cholesterol Acyl Transferase
LDL :Low Density Lipoprotein

LPL : lipoprotéine lipase

LOX-1 :Lectin-likeoxidized lowdensity receptor

M:
MDA : malondialdéhyde

MPC : monocyte chemiotactic protein
M-CSF :monocyte colony stimulating factor
MMPs : métal loprotéinases matricielles
N:

nd : non détectable



0:

02 : I'oxygene singlet

OMS : organisation mondiale de la santé
ONOOH : nitroperoxyde

Ox-LDL : Oxidized Low density lipoprotein
P.

POD : peroxydase

P AS : pression artériel Systolique

P AD : pression artériel diastolique

R:

ROS: Reactive Oxygen Species
RNS : réactive nitrogéne species
S:

SRAA : systeme rénine-angiotensine-aldostérone

T:

TBARS : Thiobarbituric acid reactive substances -
TG : triglycérides

TMB tétraméthylbenzidine

TNF-a : Tumor necrosis factor

T.T : tour de taille

V:

VLDL : Very Low Density Lipoprotein

VCAM-1 :vascular cell adhesion molecule
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INTRODUCTION

les affections cardiovasculaires, les dyslipidémies et le diabete
de type II sont les pathologies de 1’ére nouvelle; leurs
incidences alarmantes ont accompagnées le changement de
notre style de vie et notre alimentation. En occurrence, les
populations se décampent vers les villes en se sédentarisant et
les repas qu’ils consomment se caractérisent par un apport élevé
de graisse et de sucres a absorption rapide ; les gens devenant
alors obeéses. En conséquence, un fardeau de santé publique se déclare avec des chiffres
exorbitants ; a titre d’exemple, selon I'OMS (organisation mondiale de la santé), sur 50
millions de déceés annuels dans le monde, les cardiopathies ischémiques sont la premiere
cause dont 7.2 millions sont d'origine coronaire (Dagher, 2005 et Meensa et al., 2012) ; alors
que I’incidence du diabéte prend aussi des proportions trés eélevées avec une estimation de 300
millions de nouveaux cas d’ici 2025 (Nobecourt, 2006). Le constat est qu’on admet au
diabéte, obésité, les dyslipidémies, la sédentarité, 1’apport en graisse et le stress la

prédisposition & I’apparition de troubles cardiovasculaires.

L’oxydation des lipoprotéines de faible densit¢ (LDL) s’avere un facteur de clé dans
I’initiation et la progression des maladies athérosclérotiques ou de complications diabétiques
(Nakhjavani et al 2010). Les LDLs oxydés sont issus d’attaque des radicaux libres sous une
situation de stress oxydatif ; Carneval et al 2014 montrent I’effet de la sécrétion de NOx
endothélial et plaquettaire sur I’oxydabilité des LDLs ; Nour-Eldin et al,. 2014 estiment en
contre partie que le degré de la peroxydation lipidique est corrélé avec un niveau plasmatique
¢levé d’OxLDL. L’attaque oxydatif sur les lipoprotéines va degrader sa structure et sa
fonction ; et des adduits oxydant se produit comme les malondialdenhyde MDA. Ces derniers
pourrons étre mesuré en terme de Thiobarbiturique réactif substances TBARS ; et qui pourrait

étre comme bio-marqueur aux risques cardio-vasculaire (Tanaka et al., 2011).
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La population algérienne ne fait pas I’exception de ce nouveau syndrome, les prévalences des
affections cardiovasculaires et de diabéte sont en croissance rapide. Or, le suivie du profile
lipidique des patients de cardiopathies ou bien diabétiques se focalise seulement sur le taux de
cholestérol, triglycérides, et lipoprotéines (LDL et HDL) et de faire surtout d’abaisser le
niveau d’LDL a un niveau adéquat. Alors qu’il n’a aucun accent sur le volet de stress

oxydatif.

Pour ce-la, il nous a semblé intéressant d’évaluer le stress oxydatif (TBARS, ABTS) et le taux
d’Ox-LDL chez des patients atteints d’affections cardiovasculaire et diabétes, et de voir les

corrélations possibles entre les parametres proposes et ceux du bilan lipidique classique.

Ce manuscrit est organisé en quatre chapitres ; les deux premiers résume les fondements
théoriques de notre thése sur ‘le transport et le métabolisme lipidique dans ’organisme’ et
sur ‘le stress oxydatif associé au métabolisme lipidique’. Le troisiéme chapitre démontre la

méthode expérimentale proposée et le chapitre 4 illustre et abrite les résultats obtenus.
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I.Le transport et le métabolisme lipidique dans I’organisme

Les lipides corporels peuvent avoir une origine endogene (synthétisés dans des cellules)
ou exogene (dérivés de graisses alimentaires). Les lipides synthétisé et/ou transformés
possedent une gamme diversifiee de structure et de fonctions biologiques. En effet, les
phospholipides constituent le majeur constituant des membranes cellulaires et jouent un réle
majeur dans les voies de signalisation. Les lipides sont aussi source majeure d'énergie

stockée dans le tissu adipeux en tant que triglycérides (TG) (B. Giffen ,2009).

Les TGs sont fabriqués a partir d'acides gras et de glycérol par un procédé
« d’estérification». Les graisses non-estérifiées sont connues sous le nom dacides gras
«libres» (FFA Free Fat Acid) et sont le principal carburant immédiat pour le métabolisme qui

fournit -par oxydation-. Une plus grande quantité d'ATP que des glucides ou des protéines.

Les lipides seriques, y compris les TGs, les phospholipides, le cholestérol et leurs
composes, sont transportés entre les sites de synthese dans le foie et I'intestin vers les tissus
périphériques, pour l'utilisation et le stockage dans les complexes moléculaires de lipides et de

protéines appelés lipoprotéines. (B. Giffen ,2009).

I.1. Les lipoprotéines plasmatiques : moyen de transport des lipides dans le sang

I. 1.1. Structure et composition

A cause de leurs caracteres hydrophobes, les lipides (insolubles) sont transportés a
travers les différents compartiments extracellulaires aqueux de 1’organisme (plasma, lymphe
et liquide interstitiel) par un procédé complexe. Le cholestérol non estérifie, L’esters de
cholestérol, les triglycérides et les phospholipides s’assemblent avec des protéines
« apoprotéines » en un complexe macromoléculaire (soluble) nommés « lipoprotéines »
(Macheboeuf, 1928). Les lipoprotéines permettent le transport des lipides d’origine endogeéne
et exogene, des sites d’absorption ou de production, vers les tissus d’utilisation, de stockage

ou de transformation (Spector A A.,1984).
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Ceeur hipidique

Apolipoproteine )

Esters de cholestérol

Cholestérol libre enveloppe

Figure :1.1 : Structure générale d’une lipoprotéine (Salvayre et al., 2002)

Les triglycérides et les esters de cholestérol forment le coeur des lipoprotéines. Celui-Ci
est recouvert d’une enveloppe amphiphile constituée de phospholipides et de cholestérol non
estérifié¢ et dans laquelle les apoprotéines viennent s’insérer. Les apoprotéines jouent non
seulement un rdle structural et stabilisateur essentiel, mais elles sont également responsables
des propriétés fonctionnelles et du devenir métabolique des lipoprotéines. En occurence, les
apoprotéines permettent 1’assemblage, leur interaction avec des récepteurs cellulaires
spécifiques, ou encore I’activation ou I’inhibition d’enzymes impliquées dans leur
métabolisme intra-vasculaire. En effet, il on résulte des remaniements constants (structurels et

fonctionnels) durant leur transit dans 1’espace intra-vasculaire.

1.1.2. Les différentes classes des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont subdivisées en plusieurs catégories selon leurs caractéristiques
physico-chimiques (densité, taille, compositions lipidique et protéique) (tableau 01). On
distingue aujourd’hui cinq populations plasmatiques de lipoprotéines. Ainsi par ordre
croissant de leur densité on a : les chylomicrons, les VLDL (Very Low Density Lipoprotein),
les IDL (Intermediate Density Lipoprotein), les LDL (Low Density Lipoprotein), les HDL
(High Density Lipoprotein) et les prép-HDL (Gofman et al., 1949).
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Tableau 1.1 : Caractéristiques physico-chimiques des lipoprotéines plasmatiques humaines.
(D’aprés Lagrost et al., 2004)

Type de Mobilité

lipoprotéine électro Densité Taille Proportion Principales
pop ct (g/ml) (Coveyet  EC/TG pa
phorétique al) apoprotéines
Chylomicrons Pas de migration 0.93 75-1200 1/19 B48, E, C
VLDL Prép 0.93-1.006 30-80 1/3.3 B100,E, C
IDL Prép lent 1.006-1.019 27-35 1/3.5 B100, E
LDL B 1.018-1.065 18 - 27 1/0.23 B100
HDL A 1.063-1.210 7-9 1/0.19 Al All C
<7
préBHDL Prég 1.210-1.250 (disques) nd Al

EC : esters de cholestérol ; TG : triglycérides ; nd : non détectable ;\VLDL : Very Low Density Lipoprotein
LDL : Low Density Lipoprotein ; HDL : High Density Lipoprotein ;IDL :Intermediate Density Lipoprotein

Les chylomicrons et VLDLs transportent majoritairement triglycérides ; les LDLs et les
HDLs) transportent essentiellement du cholestérol estérifié. En ce qui concerne les
apoprotéines, les apoA sont principalement associées aux HDLs, les apoB aux
LDLs(apoB100) et chylomicrons (apo B48), les apo C aux VLDL, chylomicrons et HDL
(Gustafson et al., 1966) ; (Lagrost et al., 2004)

1.1.3. Le métabolisme des lipoprotéines

1.1.3.1 Métabolisme général des lipoprotéines

Le métabolisme des lipoprotéines, se focalise sur trois tissus : I’intestin, le foie, et les
tissus périphériques. L’intestin permet 1’absorption des lipides alimentaires ; Le foie constitue
I’organe central de gestion du métabolisme et du transport ; les tissus périphériques captent
les lipides transportés. Au départ, les chylomicrons (grande lipoprotéine) sont néosynthétisées
au sein de I’entérocyte et s’enrichit de triglycérides d’origine alimentaire. Les triglycérides

contenu dans le ceeur des chylomicrons seront hydrolysés et captés par les tissus périphériques
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pour y étre stockés (tissus adipeux), ou dégrades a des fins énergétiques (muscles striés).
Ensuite, Le foie prend en charge les lipides résiduels d’origine intestinale et les intégre dans
de nouvelles lipoprotéines afin de les redistribuer aux tissus périphériques. Cette voie
centrifuge consiste en une cascade impliquant les VLDL, les IDL et les LDL. Enfin, les
tissus périphériques captent les lipides (principalement cholestérol et acides gras libres non
estérifiés) par endocytose et hydrolyse des lipoprotéines d’origine hépatique et intestinale. La
plupart des tissus périphériques ne peuvent pas métaboliser le cholestérol, et ont donc recours,
via les HDL, a une voie de transport centripete vers le foie, seul organe capable de 1’éliminer

par voie biliaire (Lagrosk et al .,2004).

1.1.3.2. Métabolisme de chylomicrons, LDL, et HDL

1.1.3.2.1 Métabolisme des chylomicrons

Les chylomicrons se forment dans les entérocytes, et il se compose des lipides
alimentaires (principalement les triglycérides, mais aussi le cholestérol). ; Ils passent
dans la lymphe et gagnent la circulation systémique par le canal thoracique (WILLIAM et
STEPHEN., 2005). Les chylomicrons vont subir I'action de la lipoprotéine lipase (LPL)
de I'endothélium des capillaires qui dégradera leurs triglycérides en acide gras et glycérol.
La LPL est activée par I'Apo C Il cédée préalablement par les HDL, véritables «réservoirs
d'’Apo C» (PIERRE., 2002). L'acide gras libéré est utilisé comme source d’énergie par
différentes tissus , d’apres (STEPHEN., 2005). Les actions répétées de la lipase dans la
circulation sanguine retirent la plupart des triglycérides des chylomicrons et il en résulte
des particules appelées «remmenant ». L'Apo C-11 en exceés retourne dans les HDL, et le
remmenant qui est riche en Apo E active des récepteurs hépatique Apo B/E qui lui permettent
de pénétrer dans les cellules hépatiques par endocytose. La, elles sont hydrolysées en acides
gras libres, cholestérol et acides aminés par les lysosomes (COHEN et BELMATOUG .,
2002) . L'"Apo A et I'Apo B-48 sont synthétisées au niveau intestinal et présentes
dans les chylomicrons nouvellement formés ; I'Apo C-ll et I' Apo E sont transférées
aux chylomicrons depuis les HDL (WILLIAM et STEPHEN., 2005).
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Figure :1.2 : Métabolisme des chylomicrons (WILLIAM et STEPHEN., 2005)

CM Chylomicrons ; CE Esters de cholestérol ; CETP Cholestérol ester transferprotein ; AGNE : Acides gras non estérifiés

1.1.3.2.2. Métabolisme des LDL

Les LDLs sont les transporteurs principaux du cholestérol dans le plasma. La plupart
des LDL sont formées a partir des VLDL. Une certaine quantiteé semble pouvoir étre
produite directement par le foie (HENNEN., 1996). Les LDL se lient au récepteur des
LDL par I' intermédiaire de I'Apo B-100 puis sont captés par endocytose et dégradés dans le
lysosome, principalement par la lipase acide (JOHANNES et HOFFMANN., 2005). Ce
mécanisme assure a la cellule un approvisionnement substantiel en cholestérol qui va, dans
une derniére étape, exercer une action régulatrice : en inhibant la synthese endogéne du
cholestérol par I' inhibition de I'HMG-CoA réductase, en augmentant [lactivité d'
estérification, et donc de stockage du cholestérol via I'ACAT, et en réprimant
I'expression des récepteurs des LDL, bloquant la voie principale d’entrée du cholestérol
dans la cellule (TOUSSAINT et al. 2003).
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Figure :1.3 : Métabolisme des LDL(WILLIAM et STEPHEN., 2005)

1.1.3.2.3 - Métabolisme des HDL

Les HDLs sont synthétisées en premier lieu par le foie et a un degré moindre,
par les cellules de l'intestin gréle, sous forme de précurseurs « HDL naissantes »
comprenant des phospholipides, du cholestérol, de I’Apo E et de 1'Apo A (WILLIAM
et STEPHEN., 2005). Elles sont rapidement transformées en HDL mature sphériques
(HDL3) dans la circulation générale, aprés acquisition d' Apo C, Al et E et des lipides
appartenant aux couches superficielles des chylomicrons et des VLDL (MASSY et
FABRIZIO., 2004) . Le cholestérol libre est estérifié par I’enzyme lécithine-cholestérol
acyltransférase (LCAT), qui est présente dans les HDLs naissantes et activées par son

cofacteur, I'Apo A-l. Cela augmente la densité des particules HDL, qui sont ainsi
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converties I’HDL3 en HDL2 (WILLIAM et STEPHEN., 2005) . Par ailleurs, les EC
dans les HDL2 peuvent étre transférés a des VLDL et des IDL riches en triglycérides
(TG) en échange de TG, par la médiation de la protéeine de transfert des esters de cholestérol
(CETP). Les EC s’intégrent alors aux LDL et retournent au foie en se liant aux récepteurs
de LDL (DOMINIC., 2005). Au niveau du foie, le cholestérol libre peut alors étre éliminé
dans la bile ou servir a la synthese des acides biliaires. La lipase hépatique, en hydrolysant les
triglycérides et les phospholipides des HDL2, permettrait leur retour dans la circulation sous
forme de HDL3 (PIERRE., 2002).

HDL nalssantes —
o G

Foi 55 ‘
A::os biliaires WCZ \
T Gt re? e -
CHOL A~ @ f—'{) Escouiare] |
Canaux il \
biliaires CHOL HOL3 - -
1:;// ‘ Qﬁ\w AGNE
CHOL Lo
LCAT‘
CE

] Triglycerices
= Cholestérol et esters
deo cholestérol
Remnants
CM et IDL (_] Phospholipides

CETP = Cholesterol ester transfer protein
LH = lipase hepaltique
= Transpon reverse du cholestérol

Figure :1.4 : Métabolisme des HDL(\WILLIAM et STEPHEN., 2005)
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I.2. Maladies associés aux défauts de métabolisme lipidique

1.2.1. Maladies cardiovasculaire et Athéroscléroses

Les maladies cardiovasculaires représentent I'une des principales causes de mortalité
dans le monde. La cause sous-jacente de ces nouvelles maladies est le processus
athéroscléreux des vaisseaux sanguin (ROSS., 1999). L’évolution athérogénique est un
rétrécissement progressif de la lumiére des vaisseaux qui entraine I'ischémie des organes

distaux.

L'athérosclérose est une association variable de remaniements de l'intima des artéres de
gros et moyen calibre consistant en une accumulation locale de lipides, de glucides
complexes, de sang et de produits sanguins, de tissu fibreux et de dépét calcaires le tout
s'accompagnant de modifications de la media (GIRAL, 1998) (OMS, 1954). L'athérosclérose
coronaire est un exemple type d‘affection chronique inflammatoire d’artére principales. Elles
caractérisé par un substratum anatomopathologique commun qui par c¢a rupture (ou une
érosion) peut provoquer des thromboses a différents dégres, ou étre  accompagnée
fréguemment de mobilisation distale de matériel thrombotique ou athéroscléreux. L’entrave a
la circulation sanguine peut provoque en bout de ligne selon le siege anatomique
lI'infarctus du myocarde et l'accident vasculaire cérébral. L athérosclérose est la premicre

cause de mortalité au niveau mondial.

1.2.1.1. Anatomopathologie de la plaque d'athérosclérose

Dans les phases initiales de I'athérosclérose, on note I'apparition d'une dysfonction
endothéliale et de lésions inflammatoires dans la paroi du vaisseau. L'athérosclérose débute
chez l'enfant avec des dépdts de cholestérol dans les macrophages et dans les cellules
musculaires lisses localisées dans l'intima des larges arteres musculaires lisses comme en
témoigne la formation de stries lipidiques. A mesure que I'individu avance en &ge, la plaque
fibreuse se développe et progresse provoquant ainsi des lesions athérosclérotiques plus
complexes et fragiles. La rupture de ces lésions conduit a une hémorragie, puis a la formation
d'un thrombus qui, en bouchant I'artére coronaire atteinte, cause un syndrome coronarien aigu
(Poirier et Despres, 2003) (Figure 1.5).
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Figure :1.5. Les différents stades d'évolution de la plaque d'athérosclérose (Nalbone et
al., 2006).

1: cellules spumeuse ;2: stries lipidiques ;3: prés athérome ;4: athérome ;5: fibroathérome ;6: thrombose,

hémorragie ;7: plaque fibrocalcaire.

Le mécanisme moléculaire de I'athérosclérose fait intervenir plusieurs acteurs jouant un
réle prépondérant dans la genese de la plaque. Les lipoprotéines essentiellement les LDL
oxydées et quatre types cellulaires, les macrophages, les cellules endothéliales, les CML
(cellules musculaires lisse) et les lymphocytes. Plusieurs mécanismes s'associent pour aboutir

a la formation de la plaque (Bonnet et Elias, 1997). (figure 1. 6)
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Figure 1.6. Formation de la Iésion athéromateuse (Viorozova et ai., 2004).
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1.2.1.1.a. Infiltration lipidique des LDL dans l'intima artérielle :

La traversée de I'endothélium vasculaire par les LDL initie le processus d'athérogénése.
(Léoni, 2001) . La rétention spécifique de ces particules a des sites de prédilection résulte
d'interactions électrostatiques entre les protéoglycanes de la matrice extracellulaire et les
régions basiques de I'apoprotéine B100 (Tedgui et Chapman 2003). Elles s'accumulent dans
I'espace sous endothélial, ce qui déclenche le recrutement de monocytes circulants dans
I'intima et sa différenciation en macrophages. La transformation des LDL natives en LDL pro-

athérogenes (principalement en LDL oxydées) est une étape essentielle (Tedgui, 2001).

1.2.1.1.b. Oxydation des LDL :

Elle se produit majoritairement dans I'intima de la paroi artérielle. En effet, les quantités
de LDL oxydées sont tres faibles au niveau plasmatique, tandis qu'elles sont retrouvées en
abondance dans les plaques d'athérome. Les LDL peuvent étre oxydées au contact des
cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses, ou des macrophages. (Tedgui et
Chapman 2003). Les LDL dans leur état natif ne sont pas athérogénes et ce n'est qu'apres
avoir subi des modifications oxydatives dans la paroi qu'elles deviennent athérogeénes.
Modérément oxydées au début, les LDL deviennent fortement oxydées (Nalbone et ai.,
2006). Quand elles sont oxydées, les LDL sont reconnues par d'autres récepteurs, les
récepteurs "éboueurs" (ou Scavenger Receptors) des macrophages. Ces récepteurs "scavenger'

entrainent les LDL dans un processus athérogéne (Leoni, 2001).

Des produits d'oxydation des lipides (malondialdéhyde (MDA), 4-hydroxynonénal (4-
HNA)) sont générés et forment des adduits avec les groupes lysine de I'apoB des LDL. Des
coupures des liaisons peptidiques de I'apoB se produisent, ce qui modifie sensiblement la
structure antigénique de la particule (Nalbone et ai., 2006)

Au niveau endothélial, cette oxydation peut étre induite par des facteurs de risque
comme I'hypertension, I'hypercholestérolémie, le diabéte ou le tabac, par le biais d'une
réduction de la biodisponibilité de monoxyde d'azote. Celui-ci peut en effet subir une
altération par des EOR pour former le peroxynitrine, agent qui catalyse I'oxydation des acides
gras polyinsaturés.11 est également possible que les LDL finissent par s'oxyder lorsque leur
temps de séjour dans l'intima est augmenté, la pression en oxygéne dans le sous-endothélium

étant relativement élevée (Tedgui et Chapman 2003).
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1.2.1.1.c. Recrutement des monocytes :

Le dysfonctionnement de I'endothélium, notamment secondaire a la présence des LDL
oxydees favorise l'adhésion des monocytes circulants au niveau de la surface de
I'endothélium. Au niveau de l'intima, des protéines spécifiques vont jouer le role de «
molécules d'adhésion » et permettre ainsi cette adhésion des monocytes. Il s'agit des protéines
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) et ICAM-1 (inter cellular adhesion molecule)
(Steinberrg et Lewis, 1997).

Une fois que les monocytes ont adhéré a la surface endothéliale, ils pénétrent dans
Iintima a travers les jonctions inter-endothéliales sous l'effet de facteurs chimiotactiques
parmi lesquels I'lL-8, le MPC-1 (monocyte chemiotactic protein-1) dont le récepteur est le
CCR-2 (C-C chemokinereceptor 2), et Il'ostéopontine, protéine sécrétée par les cellules
endothéliales, les cellules musculaires lisses et les monocytes. Dans le méme temps, ces
monocytes évoluent en macrophages sous l'action du M-CSF (monocyte colony stimulating
factor), facteur hématopoiétiqgue de différenciation et de prolifération des monocytes
(Giachelli et ai., 1998). Le role des macrophages est alors d'épurer I'intima des LDL oxydés,
mais en parallele, ils entretiennent I'activation inflammatoire de I'endothélium via la
production de cytokines pro-inflammatoires dont le TNF-a et I'IL-1 (interleukine 1), de métal
loprotéinases matricielles (MMPs), de ROS, I'ensemble de ces phénomenes accentuant la
perméabilité et I'oxydation des LDL (Mallat et Tedgui 2003 Figure 1.7).
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Figure :1.7. Recrutement et devenir des monocytes dans l'athérosclérose (Ross, 1999)
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1.2.1.1.d. Formation des cellules spumeuses :

Les apoprotéines B100 des LDL oxydées ne permettent plus leur reconnaissance par les
LDLR. En contre partie, ces lipoprotéines sont reconnues par les récepteurs éboueurs ou
scavenger (SR-Al, SR-A2, CD36, CD68) présents a la surface des macrophages (Mallat et
Tedgui 2003). La capture des LDL modifiées aboutit a une différenciation en cellules

spumeuses (Léoni, 2001).

1.2.1.1.e. Apparition des stries lipidiques :

Les cellules spumeuses issues des macrophages deviennent de plus en plus nombreuses
puis se regroupent en petits amas dans la couche superficielle sous-endothéliale de l'intima
pour former les premiéres stries lipidiques, (Bruneval, 2003),Quelques cellules musculaires
lisses, qui possedent elles aussi des récepteurs scavenger a leur surface, internalisent
également des LDL oxydées pour ensuite évoluer en cellules spumeuses, participant de ce fait
elles aussi a la formation des stries lipidiques. De plus, la prolifération intimale de ces cellules
musculaires lisses améne ces derniéres a synthétiser de la matrice extracellulaire, propriété
déterminante intervenant dans la stabilisation de la plaque. Ces stries lipidiques se présentent
comme des dépodts jaunatres, sans relief, sous forme de lignes allongées parallélement au flux
sanguin. Elles siégent majoritairement au niveau de l'aorte thoracique (Bruneval, 2003), et qui
ne présentent pas encore de danger (Schweiz, 2000) .

Healthy Fatty Fibrofatty Complicated
streak plaque plaques

Lipids Core Thrombus

Foam cell

Calcification

Smooth-muscle cell

Figurel.8 .Formation des stries lipidiques au cours de I'athérosclérose (Léoni, 2001).
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1.2.1.1.f. Emergence du noyau lipidique :

Les lipides se regroupent pour former un amas appelé coeur lipidique ou centre
athéromateux qui est le véritable point de départ de la plaque. Par la suite, ce coeur lipidique
va progressivement se couvrir d'une chape fibreuse ou fibromusculaire, constituée par les
cellules musculaires lisses qui proviennent de la média (Steinberrg et Lewis, 1997).
L'émergence du noyau lipidique correspond aux premieres lésions dites avancées. Leur
fréquence d'apparition augmente avec I'dge et elles sont surtout présentes apres 40 ans. Leur
caractére avance est du au fait qu'elles peuvent rapidement évoluer en lésions compliquées de

thrombose et éventuellement symptomatiques (Bruneval, 2003).

1.2.1.1.9. Fibro-atherome :

C'est la lésion typique de I'athérosclérose telle qu'elle est décrite dans la définition de
I'OMS. Elle porte également le nom de plaque d'athérosclérose ou fibrolipidique. Son centre
lipidique est entouré par une chape fibreuse composée de matrice extracellulaire abondante
comprenant essentiellement des collagenes fibrillaires de type | et I, des glycoprotéines de
structure, et des glycosaminoglycanes. Pour ce qui est de sa composante cellulaire, la chape
fibreuse contient en majorité des cellules musculaires lisses, mais aussi des macrophages, des

lymphocytes T, et des cellules endothéliales (Megnien et Touboul, 2003) (figurel.9)
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Figure :1.9. Plaque athéroscléreuse (Léoni, 2001)
1.2.2 L’Obésité, diabéte et risque cardiovasculaire

1.2.2 .1. Définition de I'obésité

L’obésité est généralement définie comme une accumulation excessive ou anormale de
graisse dans le tissu adipeux (FERRO-LUZZI et al., 1995). La cause sous-jacente est
lice a une balance énergétique positive(une régulation anormale de la balance énergétique
et/ou de celle des macronutriments) conduisant au gain de poids. Lorsque les apports
énergétiques sont supérieurs aux dépenses, l'excés des calories est stocké sous forme
de triglycérides dans le tissu adipeux (ZIEGLER O et al.,2000) Les sujets obéses montrent
des différences non seulement dans les excédents de graisse qu'ils accumulent, mais aussi
dans la répartition anatomique de cette graisse, qui joue un réle dans les risques associés a
’obésité et le type de maladie qui en résulte (DEURENBERG et al., 2003) .

Une simple mesure permet de définir si le poids est « idéal » : I'Indice de Masse
Corporelle (IMC), qui relie le poids a la taille de I'individu. 1l se calcule en divisant le poids

corporel (en kg) par la taille (en métre) au carré (kg/m2) ( Despres et Lemieux., 2006). Chez
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l'adulte, l'excés de poids se définit par un IMC > 25 kg/m2. L'obésité se définit par un
IMC>30 kg/m2; et 'état pré-obése, par un IMC de 25,0-29,9 kg/m2. La surcharge pondérale
(ou le surpoids) de l'adulte se définit par un IMC >25 kg/m2,bien que certains auteurs
limitent cette notion a un IMC de 25,0-29,9 kg/m2 (Branca et al., 2007).

Au cours de I'obésité, I'augmentation de la masse adipeuse modifie la production de la
plupart des adipokines. Certaines adipokines participent favorablement au maintien de
I'hnoméostasie énergétique (adiponectine, leptine...), alors que d’autres ont un effet délétére sur
le métabolisme (Dray et al., 2008). La leptine est une hormone peptidique de 16 kDa
comportant 167 acides aminés (Gaucher et al., 2003). La leptine régule le poids corporel en

diminuant l'appétit et en augmentant les dépenses énergétiques (Friedman et Halaas., 1998).

Tableau :1.2 :Classification du risque pour la santé en fonction de l'indice de masse
corporelle (IMC) chez I'homme (WHO., 2000).

Classification Catégorie de I'IMC (kg/m?2) Risque pour la santé
(comparé un poids normal )

Poids insuffisant <185 Accru

Poids normal 18.5-24.9 Moindre

Surpoids 25.0-29.9 Accru

Obésité, classe I 30.0 - 34.9 Elevé

Obésité, classe 11 35.0-39.9 Tres élevé

Obésité, classe III >40.0 Extrémement élevé

1.2.2.2 Maladies associées a I'obésité

Il'y a plusieurs problémes sanitaires associés a I'obésité comme le diabéte de type 2,

les maladies cardiovasculaires et I’hypertension, les maladies respiratoires ( le syndrome

d 'apnée du sommeil), Certains cancers et I'ostéo-arthrite (Lean., 2000).

1.2.2.2.1. Hypertension artérielle (HTA) :
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L'hypertension artérielle (HTA) plus fréqguemment associée a I’obésité (Pathak et
al.,2007). Le risque d' HTA est plus de 5 fois supérieur chez les sujets obeses que chez ceux
ayant un poids normal (Wolf et al., 1997) . L'effet de ’augmentation de la masse
corporelle sur le survient de 'HTA est li¢ a des mécanismes multiples ; principalement
associés qui a l'augmentation de la viscosité sanguine ; ce quiconcourent & augmenter soit les

résistances vasculaires périphériques, soit directement le débit cardiaque (Pathak et al., 2007)

La viscosité sanguine engendrée est associé a la libération de pro fibrinogéne et
d’inhibiteur de l'activateur du plasminogéne par les adipocytes avec une baisse de
l'activateur du plasminogéne (Skurk et Hauner., 2004). La capacité sécrétoire de
I'adipocyte souligne le rdle actif du tissu adipeux viscéral dans la genése de I' HTA. La
leptine et I’adiponectine jouent un rdéle dans ce sens. D' autres mécanismes sont
impliqués, comme I'activation du systeme sympathique, les phénomenes inflammatoires,
I'activation du systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA), la dysfonction endothéliale
(Pathak et al., 2007).

1.2.2.2.2. Diabéte sucré :

Le diabéte de type 2 (DT2) , est la maladie qui a les liens les plus étroits avec I'obésité
et la surcharge pondérale. En effet, le risque de contracter un diabéte de type 2 s'éléeve déja
avec I'IMC moins de 30 (Parillo., 2004). L'insulinorésistance dans le tissu adipeux, le muscle
squelettique et le foie précede le développement du DT2 (Guilherme et al., 2008) . L’obésité
est un déterminant majeur de 1’insulinorésistance et de DT2., I’apparition de DT2 étant

quasiment sire lorsque I’'IMC est > 40 kg/m2 (Anderson et al., 2003) .

Le diabete de type 2 est caractérisé par une résistance a I’insuline et une carence relative
de la sécrétion d’insuline. Son apparition est lente : il peut évoluer avec un degré
d’hyperglycémie suffisant pour engendrer des atteintes organiques et fonctionnelles dans de
nombreux tissus mais sans symptdme clinique et donc sans diagnostic pendant plusieurs
années. Cette forme de diabéte s’établie le plus souvent chez des personnes adultes et trés

majoritairement en surpoids (Monnier .,2010.)

La pathogeneése du diabete de type 2 est une maladie caractérisée par deux types

d’anomalies qui s’installent en deux temps (Fontbonne A., 2014.)




[Le transport et le métabolisme lipidique dans ’organisme] Chapitre |

D’abord, une insulino-résistance avec normo-glycémie maintenue aux prix d’une

hypersécrétion insulinique « compensatrice » ;

Ensuite, basculement vers une insulino-déficience lorsque le pancréas n’arrive plus a
produire la quantit¢ d’insuline nécessaire a [’homéostasie métabolique. Le défaut de
I’insulosécrétion est prédominant dans 1’apparition du diabéte de type 2 et dans son

aggravation progressive dans le temps.

1.2.2.2.2.1 Mécanismes de ’insulinorésistance :

L’insulinorésistance est définie comme une diminution de 1’action de I’insuline au
niveau des tissus cibles : les muscles, le foie et le tissu adipeux, se traduisant par des défauts
de captation du glucose au sein de ces tissus et un moindre frein de la production de glucose
par le foie en réponse a I’insuline. (Monnier .,2010.) L’insulinorésistance est liée a des
mécanismes complexes mélant réaction inflammatoire, accumulation d’acides gras, stress

oxydant et dysfonction mitochondriale (Figure :1.10.)
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Figure :1.10..Mécanismes intracellulaires de I'insulinorésistance

1.2.2.3.Pathologies de métabolisme des lipoprotéines

1.2.2.3.1. Dyslipidémies

1.2.2.3.1.1. Définition
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La dyslipidémie est une maodification pathologique primitive ou secondaire des
lipides sériques, qui correspond a une modification qualitative ou quantitative d'un ou
plusieurs parameétres des lipides sériques (Bongard et Ferrieres., 2006) . La dyslipidémie
athérogéne correspond a une ou plusieurs anomalies, hypercholestérolémie, hyper-
triglycéridémie, diminution du HDL cholestérol, augmentation du LDL cholestérol. Les
patients dyslipidemiques sont définis par une augmentation des taux sériques de cholestérol
et/ou des triglycérides. Ils ont de ce fait, le plus souvent, un risque accru de développer une
athérosclérose dont les complications chimiques posent de graves problémes de santé, en
particulier lorsque sa localisation est coronaire (Kiran., 2010) .

1.2.2.3.1.2. Classification de Fredrickson des dyslipidémies

Selon Fredrickson il existe 6 classes des dyslipidémie comme suite(Bongard et
Ferrieres., 2006)

Type I:hyper-triglycéridémie exogene (élévation des chylomicrons), tres rare, non

athérogene, car les particules sont trop grosses pour se déposer dans les vaisseaux.
Type lla: hypercholestérolémie pure (élévation isolée du cholestérol-LDL)

Familiale homozygote (mutation du géne codant le récepteur cellulaire du LDL), de
transmission autosomique dominante. 11 s’agit d’une anomalie rare mais excessivement grave,
associee a une élévation majeure de la cholestérolémie et a une athérosclérose et une mortalité
cardiovasculaire trés précoces familiale hétérozygote, tres athérogene, car le patient est
exposé toute sa vie a des taux élevés de cholestérol.

Non familiale, polygénique, la plus fréquente, se développant généralement au cours de la

seconde moitié de vie.
Type llb: dyslipidémie mixte (élévation des triglycérides, des VLDL et des LDL), fréquente.
Type I11: augmentation des IDL, tres rare.

Type 1V : hyper-triglycéridemie endogene (élévation des triglycérides et des VLDL),
fréquente, moins athérogéne que la dyslipidémie de type

I1.Type V: hyper-triglycéridémieendo/exogéne (élévation des triglycérides, des VLDL et

des chylomicrons), trés rare.
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I1. Le stress oxydatif associe au métabolisme lipidique

11.1. Généralités sur le stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme un déséquilibre de balance entre oxydants et
antioxydants, entrainant des dommages cellulaires ou bien organiques (Sies., 1991). L’effet
délétere de ce stress est associé au développement d’espéces appelées « radicaux libres »-
oxydantes- de facon excessive et rapide ; qu'elles ne peuvent étre neutralisées par les systemes
de défense antioxydants. Ce déséquilibre peut avoir diverses origines, telle que une
superproduction de radicaux libres lors d’une respiration cellulaire défaillante ; ou bien un
exceés d’agents oxydants d’origine inflammatoire. Le stress oxydatif peut se développé lors
d’une exposition environnementale a des facteurs pro-oxydants (tabac, alcool, médicaments,
rayons gamma, rayons ultraviolets, pollution atmosphérique, métaux toxiques)
(Magder.,2006 ; Defraign.,2008).

L'exposition chronique au stress oxydatif peut favoriser l'apparition de plusieurs
affections, comme le dépbt de lipides oxydés, les fibroses, les cancers, maladies
cardiovasculaires et mutations (Favier, 2003). Les radicaux libres peuvent détériorer la
structure ou perturber le fonctionnement de plusieurs éléments cellulaires : protéines, lipides
et acide nucléiques. Mais en paradoxe, la production des radicaux libres assure plusieurs
effets physiologiques, ils sont impliqués dans le maintien de I'homéostasie cellulaire,
prolifération, métabolisme et expression des genes responsables au maintien de la vie

cellulaire (Tessier et al., 1995).

Les radicaux libres sont des espéces chimiques (atomes ou molécules) qui possédent un
ou plusieurs électrons célibataires (électron non apparié) sur leur couche externe et capable

d’existence indépendante (Leverve et al., 2001).

D’une part, on assiste a la production des radicaux libres par plusieurs acteurs ; qui
peuvent étre endogénes comme dans la chaine de respiration mitochondriale des cellules a
fort potentiel énergétique, les phagocytes, et les cellules endothéliales ; ou bien exogénes par
exposition aux : métaux lourds, rayonnements ultraviolets ou ionisants, ou bien suite a
I’oxydation des pesticides et médicaments (Leverve et al., 2001). D’autre part, On peut
distinguer -1’échelle cellulaire- les radicaux primaires et radicaux secondaires ; ces derniers se

forment par réaction de ces radicaux primaires sur les composés biochimiques de la cellule.

21

—
| —



[LE STRESS OXYDATIF ASSOCIE AU METABOLISME LIPIDIQUE] Chapitre II

Ces radicaux primaires dérivent de I'oxygene par des réductions & un électron tels
I'anion superoxyde O2e- et le radical hydroxyle OHe, ou de l'azote tel le monoxyde d'azote
NO- (Favier, 2003).

Les radicaux libres peuvent avoir deux dérivés ; celui de I’oxygene (ROS : reactive
oxygen species) et celui de I'azote (RNS : reactive nitrogen species). Les ROS sont divisé
en: 1. Des radicaux oxygéneés caractérises par un électron non apparié (I'anion superoxyde
02, les Radicaux hydroxyles HOe, peroxyle ROOe, alkoxyle ROs). 2. Des dérivés de
l'oxygéne non radicalaires comme le peroxide d’hydrogéne H202, 1’oxygéne singulet O2 et le
nitroperoxyde (ONOOH) mais qui sont aussi réactives et peuvent étre des précurseurs de

radicaux libres (Favier, 2003).
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Figure 11.11:Origine des différents radicaux libres oxygénés (Hazoutet al., 2008).
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11.2. Le stress oxydatif et facteur de risque des maladies cardiovasculaire

En pathologie cardiovasculaire, il peut apparaitre un déséquilibre provoqué
essentiellement par une production exagérée d’ROS a laquelle peut s’associer un déficit des
défenses antioxydantes. C’est en particulier ce qui se passe dans le développement de
I’athérosclérose, ou I’attaque oxydante des LDLs les fait capturer par les cellules « éboueurs »
(scavenger) venant accumuler des lipides dans le sous-endothélium et créer un ceeur lipidique

dans la plaque artérioscléreuse constituee.

Le stress oxydant intervient dans toutes les phases du développement de
I’athérosclérose et de multiples maniéres ; citons les effets mitogéniques des LDL oxydées,
les propriétés chimiotactiques et génotoxiques des produits de la peroxydation lipidique, la

formation de monoxyde d’azote (Favier., 2003).

11.3. I’oxydation des lipoprotéines : Le LDL est le plus incriminé

11.3.3.1. Mécanismes d’oxvydation des LDL

L’oxydation des LDL par voie chimique implique des oxydants et des ions de métaux.
La peroxydation chimique des lipides résulte de 1’attaque de substrats oxydables (les Acides
Gras Poly-Insaturés (AGPI) étant plus oxydables que les acides gras saturés) par des radicaux
oxydants. La dégradation en chaine des acides gras, conduit a la formation d'hydroperoxydes
instables qui vont également attaquer la composante protéique de la lipoprotéine (Witztum et
al., 1991).

Selon le modeéle d’oxydation par le cuivre (Esterbauer et al., 1990 ; Jurgens et al.,
1987), ’oxydation des LDL se déroule en plusieurs étapes (Figure 11.12) :

Une phase de latence permet a la consommation des antioxydants par les ROS (Terentis
et al ., 2002). Ensuite, il Yaune initiation a I’attaque des acide gras polyinsaturés AGPI ; Ces
derniers, sont particulierement vulnérables du fait de leurs doubles liaisons. La peroxydation
induit la formation de diénes conjugués et d’un radical LeH qui peut fixer O, pour former des
radicaux peroxydes (LOOe) et d’autres dérivés oxygénés (radicaux alkoxyles,
endoperoxydes, époxydes). Les radicaux peroxydes vont a leur tour réagir avec une molécule
d’O2 pour induire une réaction en chaine a I’origine de la propagation de la peroxydation
Lipidique. En fin, la terminaison de I’oxydation survient soit par épuisement du substrat, soit

par formation de dérives stables (alkanes, alcools, cétones, aldéhydes, acides carboxyliques).
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Figure : 11.12 : Représentation simplifiée de la peroxydation lipidique.

EROs: Espéces réactives de 1’oxygéne ; AGPI : Acides Gras Poly Insaturés ;
4-HNE : 4-HydroxyNonEnal ;MDA: Malon Dialdéhyde

11.3.3.2. Oxydabilité des LDL

La sensibilit¢ des LDL a 1’oxydation est variable d’un sujet a 1’autre ; on estime d’un
taux LDL identique des deux patients peut conférer une vulnérabilité a 1’oxydation différente
et un risque cardiovasculaire divergent (Krauss ,1994). Ceci peut étre expliqué partiellement
par le ratio esters de cholestérol/apoB100 des particules LDLs. Ainsi, On distingue trois sous
fractions d’LDL par leur taille : les grosses LDL qui s’avérent les plus légeres (densité 1.018 -
1.030 g/mL), Les LDLsintermédiaires (densité 1.030 - 1.040 g/mL) et les petites LDL
caractérisé d’étre les plus lourdes (1.040 - 1.065 g/mL).Les LDLs petites et denses sont plus
oxydables probablement en raison d’une composition plus riche en esters de cholestérol et
AGPI, et appauvrie en antioxydants (Chancharme et al., 1999). De plus, ces LDLs petites et
denses sont augmentees dans certaines pathologies a risque cardiovasculaire élevé comme le
diabete, [’hypercholestérolémie combinée et [’hypertension familiale dyslipidémique

(Berliner, Heineken, 1996).
De plus, ces LDL petites et denses sont excessivement produites dans certaines

pathologies a risque cardiovasculaire élevé comme le diabéte, 1’hypercholestérolémie

combinée et I’hypertension familiale dyslipidémique (Kontush et al., 2003).
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11.3.4. Métabolisme des LDL oxydées
11.3.4.1. Captation des LDL oxydées par les récepteurs scavenger

Les LDLs faiblement oxydées (ayant une apoB peu modifiée) sont capteées par le
récepteur apoB100/E (avec une affinité qui decroit au fur et a mesure des altérations
structurales de 1’apoB) et par certains récepteurs scavenger. Les LDLs fortement oxydées ont
une apoB fortement modifiée (modification de la lysine de I’apoB, fragmentée) et sont
captées principalement par les récepteurs scavenger des cellules musculaires lisses et des
macrophages. Depuis le clonage du premier récepteurs scavenger sur des macrophages en
1990 (Kodama et al., 1990), il a éte identifié 8 sous classes différentes de récepteurs capables
de se lier aux LDL modifiées. Les principaux récepteurs scavenger impliqués dans la
captation des LDL oxydées sont représentés.

L’expression des récepteurs scavenger a la surface des cellules est amplifié¢e en présence
des lipides (Tontonoz et al., 1998). La captation des LDL modifiees par les récepteurs
scavenger est, d’une part, a I’origine de la formation des cellules spumeuses et, d’autre part,
initie une cascade de signalisation qui régule 1’activation des macrophages, la réponse
inflammatoire, la production d’EROs, la prolifération ou I’apoptose des cellules. Les
récepteurs scavenger sont donc impliqués dans les 1ésions précoces de 1’athérosclérose (stries

lipidiques) mais également dans les Iésions avancées et compliquées (Vioore et al., 2006).

Les principaux récepteurs scavenger impliqués dans la captation d” LDL oxydées sont :
» Classe A:

Les récepteurs « SR-Al et SR-All », qui sont exprimés principalement a la surface des
macrophages dont les macrophages spumeux (Naito et al., 1992), mais on les retrouve
également a la surface des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses a I’intérieur
des plaques (Daugherty et al., 1997).

Ces deux récepteurs sont responsables de la captation de 80% des LDL modifiées par
les macrophages avec une affinité plus importante pour Les LDLs fortement oxydées vu
qu’ils reconnaissent 1’apoB100 modifiée (Kunjathoork et al., 2002). lls sont également
capables de lier les cellules apoptotiques (Murphy et al., 2005) dans les Iésions avancées dans
lesquelles ’apoptose des macrophages contribue a la formation du corps nécrotico-lipidique
et a la déstabilisation de la plaque. Les récepteurs scavenger de classe A jouent un réle dans
I’induction de ’apoptose et dans la clairance de ces cellules apoptotiques (Devries et al.,

2005).
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» Classe B :

Le CD36 et le SR-BI, s’appartiens a la méme classe, mais ont des fonctions différentes.
Le CD36 a une distribution assez large (monocytes, macrophages, adipocytes, cellules
endotheéliales, plaquettes). et capable de lier les lipoprotéines natives (LDL, HDL, VLDL) et
Les LDLs faiblement oxydées. Il est responsable de 1’accumulation de 60 a 70 % des esters
de cholestérol des macrophages exposées aux LDL oxydées (Kunjathoor et al., 2002). Le
CD36 est également capable de lier les lipoprotéines natives (LDL, HDL, VLDL) et Les
LDLs faiblement oxydées (Calvo et al., 1998). La déficientes en apo E et en CD36, a permis
de confirmer chez le souris que la captation des LDL oxydéees par les macrophages via le
CD36 est nécessaire a la formation des cellules spumeuses (Febbraio et al., 2004). La
transplantation de moelle osseuse issue de souris déficientes en CD36 dans des souris
déficientes en apoE, entraine une diminution des lésions atérioscléreuses aortiques (Febbraio

et al., 2004), confirmant le r6le pro athérogene de CD36.

Le SR-BI est exprimé par les cellules hépatiques, les monocytes et les cellules
stéroidogéniques des surrénales et des gonades, et capable de lier les LDLs modifiées, et les
lipoprotéines natives. Le SRBI est impliqué dans la captation sélective des esters de
cholesterol des HDL (sans internalisation de ces dernieres) ainsi que dans le transport réverse
du cholestérol permettant 1’efflux cellulaire du cholestérol via les HDL (Acton et al., 1996). 1l
est aussi exprimé a la surface des macrophages spumeux des lésions athéroscléreuses

humaines.

Les souris déficientes en SR-BI développent des 1ésions athéroscléreuses lorsqu’elles
sont soumises a un régime hypocholestérolémiant (\Van Eck et al., 2003). Le réle athéro-
protecteur de SR-B1 a été confirmé par la transplantation de moelle osseuse de souris
déficientes en SR-B1 dans des souris déficientes en LDL récepteur (Covey et al., 2003) ou en
apoE (Zhang et al., 2003) qui développent alors plus de lesions athéroscléreuses.
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> Autres récepteurs:

Le CD68 appartient aux récepteurs scavenger de classe D. Il est exprimé
majoritairement dans les endosomes et les lysosomes des macrophages et capable de lier Les
LDLs oxydées, mais son role dans leur internalisation par les macrophages semble étre
mineur. Cependant, il contribue au processus endolysosomal de dégradation des LDL
oxydées. Son homologue murin, la macrosialine, est exprime dans les macrophages spumeux
issus de plaques atheroscléreuses des souris déficientes en apoE (De Beer et al., 2003),

suggérant un role dans 1’athérogénése.

Le LOX-1 (Lectin —likeoxidizedlowdensityreceptor) appartient a la classe E des
récepteurs scavenger. Il est exprimé par les cellules endothéliales aortiques (Sawamura et al.,
1997), et a également été retrouvé a la surface des cellules musculaires lisses et des
macrophages isolés de Iésions athéroscléreuses humaines (Kataok et al., 1999). Le LOX-1 est
capable de liés les LDLs oxydées et les produits de glycation avancée, des cellules
apoptotiques ou des bactéries (Mehta et al., 2006). La surexpression de LOX-1 dans des
souris déficientes en apoE conduit a une accélération du développement des lésions

athéroscléreuses (Inoue et al., 2005), ce qui suggére un role proathérogéne de LOX-1.

11.3.4.2. Dégradation des LDL oxydées

Les LDLs oxydées sont dégradées dans le compartiment endolysosomal et les lipides
oxydés sont ensuite relégués a I’intérieur des cellules ou ils vont exercer leurs effets toxiques.
Cependant, Les LDLs oxydées sont dégradées plus lentement que Les LDLs natives. Les
dérivés oxydés s’accumulent dans les lysosomes, les inactivent et induisent leur rupture

conduisant & la mort cellulaire (Brown et al., 2000).
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11.3.5. Les effet des LDL oxydées
11.3.5.1. La nature des LDL Oxydées

L’LDL oxydée peut présenter des particules oxydées variables. La nature précise de
LDL oxydée dépend de la quantité d'oxydant, de ca la concentration, la durée et les
conditions d'exposition. L’LDL incubée avec Cu2 + au fil du temps, présente un spectre de
degrés d'oxydation ; et classées en minuscules, modérément oxydées, et LDL oxydé. En
revanche, la circulation des LDL a modification minimale (MM-LDL), présente des
modifications qui n'ont pas étés suffisantes pour provoquer des changements reconnus par les
récepteurs (De Beer et al., 2003) mais plusieurs groupes ont confirmé la présence d'épitopes

specifiques de I'oxydation sur le MM-LDL (Harwood et al., 1991).

Les lipoprotéines oxydées contiennent un certain nombre de produits d'oxydation
(phospholipides oxydés etoxysterols) qui ont été trouvés dans la paroi de l'artere et sont
capables de traiter les processus associés avec différentes étapes de I'athérogénes. Lorsque les
acides gras n-2 des phospholipides sont oxydé par les radicaux libres, différents types de
produits oxydatifs sont formés. Ceux-ci inclus les phospholipides contenant des produits
d'oxydation des acides gras (ceux-ci seront appelés oxydés des phospholipides, par exemple
isoprostanes), les lys phospholipides et les produits de fragmentation de I'acide gras oxydés
(par exemple malondialdéhyde). Les oxysterols dans la plague proviennent de I'alimentation
et / oxydation in vivo, ou (par exemple 27-hydroxycholestérol) sont formés de maniére
enzymatique pendant le catabolisme du cholestérol. Les phospholipides oxydés et les
oxysterols sont toxiques et possedent diverses activités biologiques potentiellement pro-

homologuées (Harwood et al.,1993).

11.3.5.2. Cibles moléculaires des LDL oxydées :

Les LDLs oxydées peuvent interagir avec des éléments cellulaires a travers divers
mécanismes. Les lipides oxydés de ces LDL modifiées diffusent probablement a travers la
membrane plasmique et réagissent avec des composants membranaires. Les aldéhydes (MDA,
acroleine, 4HNE) réagissent avec les groupements thiols et les fonctions aminées libres des

protéines.
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Les LDLs oxydées induisent la formation d’adduits 4-HNE ou acroléine sur les
récepteurs a ’EGF (EGFR) et au PDGF (PDGFR) a I’origine de leur activation (Sucetal.,
1998 ; Escargueil et al., 2001) ; et a long terme, la dérivatisation de ces récepteurs modifie
leur affinité pour leur ligand et inhibe leur activité tyrosine kinase (Robbesyn et al., 2005 ;
Vindis et al., 2006). La formation d’adduits peut également se faire sur d’autres protéines
cellulaires (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase, hexokinase, aldolase, lactate
déshydrogénase, glucose-6-phosphatase, DNA polymérases), ou des protéines de signalisation
cellulaire (récepteurs B-adrénergiques, adénylatecyclase) et entrainer des dysfonctionnements

de voies métaboliques ou de signalisation cellulaire (Negre et al., 2008).

D’autre part, les oxystérols contenus dans Les LDLs oxydées peuvent s’ incorporer dans
les membranes cellulaires et altérer leurs fonctions. Par exemple, I’incorporation de 7-
kétocholestérol dans les micro domaines lipidiques de la membrane plasmique est a 1’origine
de la translocation d’un canal calcique dont 1’activation conduit a 1’apoptose de macrophages
(Berthier et al., 2004). Les oxystérols pourraient également étre impliqués dans la rupture des

membranes lysosomales (Yuan et al., 2000).

Enfin, Les LDLs oxydées peuvent réguler de nombreux facteurs de transcription comme
NFAT, STAT1, STAT3 ou NF- kB et ainsi modifier I’expression de genes.

11.3.5.3. les effets athéro-génigues des LDL oxydées : Preuves in-vivo :

Les LDLs oxydées induisent la surexpression de diverses protéines impliquées dans
L’athérogénese, en occurrence :
- La surexpression par I’endothélium de protéines d’adhésion (sélectines,VCAM-1) qui
Facilite le passage des leucocytes dans I’intima (Ross, 1990).
- la surexpression de récepteurs scavenger favorise la captation des LDL oxydées et la

formation des cellules spumeuses (Steinberg et al., 1989).

- la surexpression de facteurs de croissance et cytokines qui favorise I’accumulation
des macrophages dans les lésions (MCP-1, Granulocyte Macrophage-
ColonyStimulating Factor (GM-CSF)), la prolifération des cellules musculaires lisses
(PDGF), et la réponse inflammatoire (TNFa, IL-1) (Libby, 2000 ; Ross, 1990).
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- la surproduction de matrice extracellulaire est impliquée dans la fibrose, la sténose, la
rétention des lipoprotéines dans la plaque et dans la stabilité de la plaque (Kaplan
2001).

- la surexpression de métalloprotéases stimule la migration cellulaire, le remodelage

vasculaire, mais aussi fragilise la plaque (Rajavashisth et al., 1999).

- la surexpression d’enzymes oxydantes (15-lipoxygénase) pourrait aggraver le

processus oxydatif (Galle et al., 2006)

- une modulation des protéines de I’hémostase dans un sens globalement pro
thrombotique avec une augmentation de production de facteur tissulaire par

I’endothélium et de thromboxane par les plaquettes (Berliner, 1996).

- Les LDLs oxydées exercent un effet biphasique sur les cellules vasculaires. En
culture. Elles sont mitogénes a faible concentration et cytotoxiques a plus forte
concentration. L’effet mitogéne est médité par 1’activation concomitante de voies de
signalisation mitogenes, par des médiateurs sphingolipidiques
(sphingomyéline/céramide/sphingosine-1-phosphate) qui activent la voie des MAP
Kinases (Auge et al., 2000), et de voie de survie impliquant le récepteur a I’EGF et la
Pl13kinase (suc et al .,1998).

- L’augmentation du calcium cytosolique induite par Les LDLs oxydees, est un
évenement majeur de la signalisation cytotoxique des LDL oxydées, a I’origine de la

mort par apoptose ou nécrose.

11.6. Mesure du stress oxydatif orienté a la dyslipidémie

11.6.1. Mesure des F2-isoprostanes

Les isoprostanes F2 sont des isomeéres de prostaglandine produits a partir de l'acide
arachidonique par un radical libre catalysé. lls ont été trouvés dans la plaque athérosclérotique
humaine. Les F2-isoprostanes plasmatiques et ces métabolites urinaires peuvent étre mesurés
en masse, ce qui représente une analyse non invasif pour titrer in-vivo la peroxydation
lipidique. La spectrométrie et la méthode ELISA ont été utilisées comme marqueur du stress

oxydatif ou de la peroxydation lipidique (Meagher et al.,2000).
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Les F2-isoprostanes sont des produits spécifiques de la peroxydation lipidique; ils sont
des composes stables et sont détectables dans tous Les fluides biologiques et les tissus,
permettant la définition d'une gamme normale; leur formation augmente de fagon
spectaculaire in vivo dans un certain nombre de modeles animaux de Iésions oxydatives et
leurs formation est modulée par un état antioxydant. Des niveaux accrus de F2-isoprostanes
ont été signalés chez les fumeurs, et dans les sujets atteints de diabéte, hyperlipidémiques et
hyperhomocystéinémiques (Kostneret al.,1997).

11.6.2. Mesure des MDA (TBARS)

Un autre indice largement utilisé de la peroxydation des lipides ou des lipoprotéines est
la mesure de la Malon dialdéhyde (MDA) par dosage TBARS avec spectrophotomeétre
(Esterbauret al .,1990). Beaucoup d'enquéteurs I'ont utilisé pour mesurer le degré d'oxydation
des lipides ou des lipoprotéines in vivo (Meagher, 2000). L’MDA est un produit secondaire
de la peroxydation lipidique. Ce dosage n'est pas spécifique et peut étre interféré par d'autres
composés dans I'échantillon biologique. Cependant, le plasma TBARS a montré une
augmentation des patients CAO par rapport aux témoins sains dans certaines études
(Kostneret al., 1997).

11.6.3. Les auto-anticorps contre LDL-Oxydé

La peroxydation des acides gras et des esters de cholestérols dans les lipoprotéines
engendre des produits hautement réactifs, tels que le malondialdéhyde (MDA) et 4-
hydroxynonénal (4-HNE). Ces derniers peuvent former des adduits covalents avec de le
résidu de la lysine de la protéine ApoB. Les néoépitopes générés par la modification de la
lysine sont immunogénes. Expérimentalement, Les antisérums et les anticorps monoclonaux
contre les epitopes de la MDA-lysine ou de la 4-HNE-lysine peuvent donc étre généré par
immunisation de cochons d'inde et de souris avec des MDA-LDL ou4-HNE-LDL modifiees
in-vitro avec MDA ou 4-HNE. Ces anticorps ont contribué a établir les méthodes de recherche

de I’Ox-LDL dans les sérums et les lésions athérosclérotiques (Gastaldelli .,2000).
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Un dosage mesurant le niveau de 1’auto anticorps contre les néo-epitopes des LDL
oxydéesou modifié par MDA a été développé comme indicateur indirecte de I'oxydation in-
vivo des LDL. (Salonen et al., 1992) ont rapporté une association entre les titres
d'autoanticorps contre LDL fortement oxyde et la progression de I'athérosclérose carotidienne.
Cependant, la relation entre le titre de l'autoanticorps et I'athérosclérose coronarienne ou
carotidienne n'a pas été cohérente (Orchard et al ., 1999). Cependant, 1l y a une grande
variabilité sur e méme échantillon de sérum lorsqu’on utilise des préparations différentes
d’LDL oxydées.

11.6.4. Mesure guantitative ELISA des LDL-Oxydé

Les méthodes ELISA sont plus sensibles pour mesurer "directement” une faible
quantité de LDL oxydée en circulation dans le plasma (Lean,2000). Différents anticorps
monoclonaux contre un néo-epitope sur les motifs aldéhydiques d’apoB-100 de LDL oxydé
ou sur phosphatidylcholine sont utilisés pour reconnaitre Les LDLs oxydées circulants.
Cependant, I'étendue des modifications et la reproductibilité des préparations d’Ox-LDL de
référence utilisées pour dosages posent un probléme de sélectivité. En sachant qu’il existe de
nombreux et différentes populations de LDL ; La quantification de L'Ox-LDL sera amélioré

lorsque les épitopes utilisés seront mieux délimités et plus stable (FRANCIS et al .,2009).
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I11. Matériels et Méthodes :

Notre étude est une recherche prévisionnelle sur I’oxydation des lipoprotéines et le
statut oxydatif chez différentes catégories de sujets a risque de contracter un trouble
cardiovasculaire. En effet, nous focalisons notre travail sur deux volets : 1. Les malades qui
ont subi des affections de cardiopathies ischemiques (athéroscléroses de différentes formes,
insuffisances coronariennes, péricardites et IDM) et 2. Les personnes atteintes de diabete de
type2. Nous avons établi les mesures biochimiques usuelles (bilan lipidique et statut de
glycorégulation) ; I’évaluation spectrophotomeétrie du statut oxydatif des serums (mesure de la
peroxydation lipidique en terme de TBARS et le taux antioxydant total) ; et enfin la mesure

de la concentration de LDL oxydé par la méthode ELISA.

Le résumé de notre étude est illustré dans le diagramme suivant :
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Figure 3.1 :Diagramme d’étude expérimentale
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II1.1. Le cadre d’étude :

Notre travail s’est étalé de Septembre a Décembre 2016 et de Mars jusqu'a Aout 2017.
Notre recherche des sujets de choix a été réalisée au niveau des différentes enceintes de santé

publique. En occurrence :
Dans la wilaya de Blida

- L’hépital « Brahim Tirichine » Ex-Faubourget L’hopital de « Boufarik », services de
Médecine interne ; le centre diabétique « Bounaama EI Djilali ». Respectivement pour

la collecte d’informations, bilans et sérums des sujets concernés.
Dans la wilaya de Médéa

- L’hopital « Mohamed Boudiaf », service de Médecine interne ; la maison diabétique
du «pdle urbain » et les polycliniques de « theniat el-hdjer », « Bouziane » et « pole
urbain ». Respectivement pour la collecte d’informations, bilans et sérums des sujets

concernes.

Nous avons saisi 1’occasion d’une manifestation organisée par « novo nordisk » sous
forme d’une clinique mobile « changing diabetes » de dépistage des sujets diabétiques pour
collecter quelques sujets de choix pour notre étude. Cette manifestation de 10 jours s’est

déroulée pendant le mois de Mai 2017.

111.2. Population étudiée :

L'étude comprenait les participants choisis parmi les patients consultants dans les
enceintes précédemment décrites. Les criteres de choix sont basés sur une anamnese, les

résultats des bilans biochimiques et fiches de consultations (voir annexe).

% Criteres d’exclusion
Nous avons exclus de notre recherche les patients qui présentent d’autres
affections qui pourrait influencer notre étude, malgreé leur état diabétique ou bien
de cardiopathies. Par exemple : les patients consultant qui présentent une BPCO,
L’hyperthyroidie, Insuffisance Rénale, diabéte gestationnel, diabéte de type 1 ou

bien de cancer sont exclus.
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»* Criteres d’inclusion

Notre recherche a assemblé 200 sujets choisis selon: 1). les maladies contractées ;
2).Un statut de dyslipidémie et 3.) La prédisposition a I’hypertension.

Nous n’avons sélectionné que 80 personnes seulement qui ont présenté les valeurs les

plus élevées et/ou les dispositions pathologiques les plus graves.
Les sujets sélectionnés (n=80) sont répartis comme suit :

e Groupe maladies cardio-vasculaires (CVD) : 30 patients
e Groupe diabétique de type 2 (DT2) : 32 patients

e Groupe témoins : 18 personnes seins

111.3. Méthodes et Paramétres étudiées :

111.3.1. Statut anthropométrique :

Le statut anthropométrique a été évalué pendant I’anamnése. Il permet de déterminer le

niveau de 1’adiposité des patients étudiés. Le statut est basé sur :
- les mesures de poids corporel par pesée (kg)
- La taille (cm)
- Tour de taille (cm) établi par un ruban métrique sur la région abdominale

- IMC : nous avons calculé I’indice de masse corporelle (IMC) comme suit :

IMC = poids (kg) / taille” (m).

On a pris les différentes classe d’IMC selon la classification de WHO, 2000 , et qui est
indiquée dans le tableaul.2 ; page 17.

111.3.2. Statut hémodynamigue :

C’est la mesure de la pression artérielle qui est établie par un sphygmomanometre et un

stéthoscope. La pression systolique (BPS) et diastolique (BPD) révélée en mmHg sont notées.
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111.3.3. Prélévement sanguin :

Les prélevements sanguins se font le matin aprés un jeine de 12 heures, sur la veine du
pli du coude, sur deux tubes avec anticoagulant (EDTA) et un tube hépariné pour chaque
patient. Tous les prélevements sont étiquetés et répertoriés de maniére précise. Le sang
hépariné est utilisé pour le dosage de cholestérol total (CHOL), triglycéride (TG), et la
glycémie (Glyc).

Le premier prélevement de sang EDTA est utilisé pour le dosage de High density
lipoprotein (HDL).

Le deuxieéme prélevement de sang EDTA est centrifugé a 3000 tours / min pendant 15
minutes. Le plasma récupéré est conditionné et stocké a -80°C ; il sert ultérieurement pour la
détermination des marqueurs du stress oxydatif plasmatiques (TBARS et ABTS) et a la
mesure d’LDL oxydé par ELISA.

111.3.4. Mesures Biochimigues :

111.3.4.1. Dosage de glucose :

Le glucose sérique est déterminé par méthode colorimétrique et enzymatique (GOD-
POD) par le (Kit BIOMAGHREB ®) en terme de g/l. Brievement, En présence du glucose
oxydase (GOD), le glucose est oxydé en acide gluconique et peroxyde d’hydrogéne, ensuit le
peroxyde d’hydrogéne formé réagit en présence de peroxydase (POD) avec un chromogéne
pour donner un produit coloré (rose), la quinonéimine, ce dernier absorbe a 505 nm,
I’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la concentration du glucose présente

dans I’échantillon.

GOD
B-D-Glucose + O, + H,0O » acide gluconique + H,0,

. L ) POD . .
2H,0; + amino-4-antipyrine +phénol » quinonéimie + 4 H,O

36

—
| —



Partie Expérimentale [Matériels et Méthodes] Chapitre 111

111.3.4.2.Dosage du bilan lipidique :

1. Dosage des triglycérides (TG):
Les triglycérides seriques sont dosés par méthode colorimétrique et enzymatique

(GOP —POD), est sont détermineés selon les réactions suivantes :

Triglycérides Lipoproteine lipase

» Glycérol + Acides gras

Glycérokinase, Mg++ )
Glycérol + ATP Yo 9™, Glycérol-3-P + ADP

Glycéro-3-Phosphate Oxyd . ,
Glycérol-3-phosphate + O, yeer Osphate ase: H,0O, + Dihydrooxyacétone-P

H,O, + Amino-4-Antipyrine + chloro-4-phénol POD » quinone rose + H,O

L’échantillon de triglycéride incubé avec lipoprotéines lipase (LPL), libére le glycérol
et des acides gras libres, le glycérol est converti en glycérol-3-phosphate (3p) et ADP par le
glycérol kinase. Le glycérol-3-P est ensuite converti par le glycérol phosphate
déshydrogénase (GPO) en di-hydroxyacétone-P et peroxyde d’hydrogeéne.

Dans la derniére réaction, le peroxyde d’hydrogéne (H,0,) réagit avec 4-amino-4-
antipyrine et chloro-4-phénol en présence de peroxydase (POD) pour donner la quinone de
coloration rose. La concentration est déterminée a une longueur d’onde de 505 nm. (Kit
BIOMAGHREB ®) en terme de g/I.

2. Dosage du cholestérol (CHOL):

Le cholestérol sérique est dosé par méthode colorimétrique et enzymatique (CHOD —
POD), le cholestérol présent dans 1’échantillon donne lieu a un composé coloré suivant les

réactions suivantes :

CHE

Cholestérol ester + H,O, »  Ccholestérol + Acides gras
CHOD
Cholestérol+0O, » 4-Cholesténon+H,0,
, . , POD . ..
2H,0, + phénol+4-aminophénolzone »  Quinonimine +4H,0
( |
L 3 )
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Les esters de cholestérol sont hydrolysés par le cholestérol ester hydrolase en
cholestérol libre et acides gras. Le cholestérol libre produit et celui préexistant est oxydé par
I’enzyme cholestérol oxydase en 4-cholesténone et peroxyde d’hydrogéne. Ce dernier en
présence de peroxydase, le chromogéne s’oxyde en un composé coloré rouge, quinoneimine.
La concentration de quinoneimine coloré est mesurée a 505 nm par leKit (SPINREACT ®) et

exprimé en termes de g/l.

3. Dosage de High density lipoprotein (HDL)

Les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et faible densité (LDL) du plasma se
précipitent avec I’acide phospho-tungstique en présence d’ions de magnésium. Apres leur
centrifugation a 4000 RPM pendant 10 minutes, le surnageant contient les lipoprotéines de
haute densité (HDL). La mesure d’HDL est déterminée employant le réactif de 1’enzyme
cholestérol total (Kit SPINREACT ®) et exprimé en termes de g/I.

4. Calcul de low density lipoprotein (LDL) :

Les lipoprotéines de faible densité est calculé selon la formule suivante :

LDL = Cholestérol - HDL - (TG/5)

111.3.5. Evaluation de la peroxydation lipidigue (TBARS) :

L’¢évaluation de la peroxydation lipidique dans les sérums des différents patients est
établie selon la méthode traditionnelle pour la détection de malonaldehyde (MDA) et
exprimée en terme Thiobarbituric Réactive Substances (TBARS). Les MDA se forment apres
dégradation compléte des lipides et identifiés d’étre un marqueur de peroxydation lipidique.
Le test est basé sur une réaction chromogénique qui s’établisse entre deux molécules 1’acide
thiobarbiturique et une molécule d’MDA, sous une condition acide et a haute température. Le

complexe TBA-MDA est un chromogéne rose mesuré par spectrophotométrie a A= 532 nm.

OH S N OH HO N SH
e \\\r AN - \II/
l\/lj\l\ + o ONNRN > N X N
/
HO N SH OH OH
2-Thiobarbituric MDA -
i Amax =532 nm
(=)
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La mesure d’MDA est exprimée en TBARS et établie selon la méthode de (Buegue,
1978) Briévement, aprés qu’on a préparé une solution de TCA-TBA-HCL a 15% wi/v acide
trichloroacetique ; 0.375% w/v acide thiobarbiturique, 0.25N acide hydrochloride. ; On
mélange dans un tube eppendorf 0.5ml d’échantillon (sérum) décongelé avec 1 ml de TCA-
TBA-HCL. Le mélange est chauffé a 90°C pendant 30 min et la coloration rose est obtenue.
Directement, les échantillons sont refroidis par un bain de glace pour stopper la réaction entre
TBA et MDA. Ensuite on centrifuge les échantillons traités a 1000xg pendant 10 min.

L’absorbance du surnageant est mesurée a une densité optique A= 532 nm.

La concentration de TBARS (MDA) est calculée en utilisant le coefficient d’extinction

d’MDA selon I’équation suivante :

TBARS [MDA]nmol =Absorbance / 1.56 - 10°M™ cm™

111.3.6. Activité antioxydante totale a I’égard du radical ABTS:

L’activité scavenger sur le radical ABTS®" a été mesurée selon la méthode de Re et al.

(1999) ; le mode d’emploi est détaillé en annexe.

Brievement, L’ABTS est solubilisé dans ’eau distillée a une concentration de 7 mM. Le
radical cation (ABTS®") est produit en faisant réagir la solution d’ABTS avec du persulfate de
potassium a une concentration finale de 2,45 mM. Le mélange a été laissé au repos, a
I’obscurité et a température ambiant pendant 12-16h avant I’utilisation. La solution ABTS" a
¢été diluée avec de 1’eau distillée a une absorbance de 0,70 + 0,02 a 734 nm. Apres addition de
1 ml de la solution ABTS®" a 10 pl de chaque échantillon, la lecture a été prise 6 minutes
exactement aprés le mélange initial comme le montre la figure 9. Le pourcentage d’inhibition

a 734 nm a été calculé comme suit :

0% d’inhibition ABTS = %x 100

AT = Absorbance du témoin
AE= Absorbance de I’échantillon
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[11.3.7. Dosage des LDLs oxydés par la méthode ELISA (Ox-LDL) :

La masure des LDLs oxydés (Ox-LDL) est basée sur la technologie « enzyme-linked
immune-sorbent assay » ELISA ; pour une détermination quantitative in-vitro dans le plasma
sanguin.

Le Kit Ox-LDL ELISA (Biomatik ®, Canada) est un kit sandwich quantitatif qui se
présente en forme de plaque de microtitration de 96 puits mené avec les réactifs nécessaires a
I’élaboration de la méthode. Chaque puits est préalablement chargé par un anticorps anti-Ox-
LDL. Un anticorps anti-Ox-LDL est utilisé pour fixer les éventuels Ox-LDLs; et un
deuxiéme anti-anticorps conjugué a la peroxydase est utilisé comme I’anticorps de détection.
Les standards, les échantillons et les anticorps sont ajoutés d’une maniére subséquente ; le
lavage élimine les anticorps non réactifs. La tétraméthylbenzidine (TMB) est ensuite ajoutée
et utilisée comme substrat pour la peroxydase afin de produire une couleur bleu qui change en
jaune apres ’ajout de la solution stop. L'intensité de la couleur est directement proportionnelle
a la concentration d'échantillon en Ox-LDL.

La lecture est faite par un lecteur ELISA (URIT 660 ®, China) a une DO = 450 nm.

Le calcul de la concentration d’Ox-LDL est déterminé a partir de courbe étalonnage suivant.

Courbe étalonnage

Ox-LDL ELISA Kit

DO (450nm)
=
(95]

y =0,1643x +0,1193
R?=0,9777

o
[

0 5 10 15 20

Concentration Standard (ng/ml)

Figure. 111.2 :Courbe étalonnage de mesure ELISA d’Ox-LDL
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111.4. Analyse statistique:

L'analyse statistique des données collectées est effectuée en utilisant le logiciel STATVIEW ®
(version 5.0) pour Windows ™ ; les données analysées sont exprimées en moyenne + Ecart-type.

Pour comparer les groupes CVD, DT2 avec le groupe ‘Témoins’, les données sont analysées
statistiquement par « one-way ANOVA ». Les groupes CVD, DT2 et Témoins sont groupés en une
variable nominale & trois niveaux et utilisée comme la variable « d’effet » indépendante. L’analyse
ANOVA est suivie par un test a posteriori PLSD de Fisher afin d’examiner les valeurs des moyennes
des variables dépendantes (Age, Poids, IMC, CHOL, TG, HDL, LDL, TBARS, ABTS et Ox-LDL) et
de décider a quels degrés sont différentes. Une valeur de p<0.05 est considérée comme une différence
statistiquement significative ; « * = p<0.05 », « ** = p<0.01»et « *** = p<0.001».

La corrélation de SPEARMAN est utilisée pour examiner les relations entre le stress oxydatif et
les parametres biochimiques. La valeur de rho de SPEARMAN est comprise entre -1 et +1 ; la valeur
0 indiquant une absence de corrélation entre deux variables. Une valeur de p<0.05 est considérée

comme une corrélation statistiquement significative.
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Ce chapitre présente les détails des résultats expérimentaux de notre étude, il illustre
I’analyse et la discussion des différents parameétres afin de répondre et d’accomplir

respectivement notre problématique posée et objectif fixe.

Notre étude était fondée sur 1’analyse des parameétres biochimiques (Glycémie et
bilans lipidiques) et I’évaluation du statut oxydatif ; apparié¢e avec la mesure d’LDLs oxydés
chez les patients diabétiques et de cardiopathies. En premier, nous décrivons les
caractéristiques des parametres analyses sur la population étudiée. Ensuite, nous établissons
une comparaison entre les différents groupes étudiés (CVD, DT2 et Témoins) pour voir les
degrés d’effet des affections contractées sur les paramétres choisis. En fin, nous établissons

des jeux de corrélation entre les différentes analyses.

IV.1. Les caractéristiques globales des sujets étudiés :

«» Résultats des paramétres anthropométrigues et hémodynamiques :

Le tableau 4.1 représente les criteres anthropométriques et hémodynamiques de
I’ensemble des sujets (n=80) introduits dans I’étude. La moyenne d’age n’excéde pas les 60
ans, avec un maximum enregistré de 85 ans. Les personnes agées de 40 ans a 63 ans
représentent la majorité de nos patients avec 58.75% ; la tranche d’4dge de plus de 65ans
représente 31.25 % (24% pour la tranche d’age [63-74]ans) ; les personnes de [32-42] ans ne
représentent que 10% de notre échantillon. Notre étude ne porte pas des personnes de moins
de 32 ans.

Tableau 4.1 : les caractéristiques anthropométriques et hémodynamiques des

sujets étudiés (n=80)

MOYENNE * ECARTYPE

Age (ans): 57.58 £12.23
IMC (Kg/m?) 29.66+5.29

T.T (cm): 98.62+15.82
PAS (mmHg) : 133 .6+ 28.49
PAD (mmHg) : 79.21+x 12 .31

Les résultats sont exprimés en moyenne * SD

IMC : indice de masse corporelle, TT : Tour de taille, PAS : pression artériel systolique, PAD : pression artériel diastolique
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L’IMC des sujets analysés s’apparait avec une moyenne proche a la valeur limite de
I’obésité, elle est de 29.26 + 5.39 kg/m?. En circonstance, les personnes obéses (IMC> 30) de
toutes classes confondues représentent 50% de la totalité des patients ; alors que les personnes
en surpoids ne représentent que 22.9% ; alors que les personnes a poids normal représentent
27.02%.

On a constaté aussi que les valeurs d’IMC augmentent avec I’age des patients ; en effet,
sur 47 sujets agés de [42 - 63] ans, le surpoids et 1’obésité ont une fréquence élevée avec
29.7% (14 sujets) et 46.8 % (22 sujets) respectivement ; alors que 1’obésité est la plus

dominante (60%) chez les sujet les plus vieux (de >63 ans).

Le tour de taille est un indice de mesure morpho-métrique qui estime le degré de dépots
de graisse dans la région abdominale. Le tour de taille (TT) moyen des sujets étudiés est de
98.48 +16.09cm avec une étendue de 70 cm jusqu’a presque deux fois de mesure de 133 cm.
On a remarqué que la majorité des sujets a IMC normal ont un TT faible de <100cm ; alors

que la majorité (76.3 %) des personnes obeses ont un TT >100 cm.

Les marqueurs de I'hypertension, exprimés en Pression artérielle systolique (PAS)
s’apparait avec une valeur moyenne de 133 + 29.26 et la pression artérielle diastolique

(PAD) presente une valeur moyenne de 79.01+ 12 .52.

« Les parametres biochimiques :

Tous les parameétres qui apparaissent dans le tableau 4.2 ont été mesurés sur un sérum
frais apres 12 heures de je(ne. Le profil du cholestérol CHOL se montre avec une moyenne
de 1.88 +0.55 g/l avec des extrémes de 0.6 a 2.99 g/I. Le niveau plasmatique de TG présente
1.39+0.64 g/l avec un minimum 0.32g/let un maximum de 3.97g/l. Les niveaux d’LDL-c et
HDL-c enregistrent respectivement 1.19 + 0.50 et 0.40 + 0.08 g/I.

On a constaté que les valeurs des parameétres biochimiques changent avec le degré
d’obésité noté. Ainsi, le CHOL et LDL-c augmentent significativement (p<0.05) chez les
patients obéses de classe I, respectivement, avec des différences moyennes de 0.337et de
0.313 g/l en comparaison avec les valeurs de I’IMC de surpoids. Le TG prend la méme
tendance que le CHOL mais sans aucun degré de significativité. Alors que la moyennes
HDL-c des sujets obéses de classe Il se montre significativement la plus faibles 0.32+0.06 g/l
(p<0.05).
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Tableau 4.2 : Caractéristiques biochimique des sujets étudiés

IMC

Total Normal Surpoids Obese I Obese 11 Obese III

Parametres

Biochimie

CHOL (g/1) 1.88+£0.54 | 1.79+042  1.69+0.48 2.02+0.59* 2.16+0.52  2.03%0.71

TG (g/1) 1.38+£0.64 | 1.21x0.45 1.29+0.8 1.48+0.59 1.52x0.35 1.82+0.89
HDL-c(g/l) 0.40£0.08 | 0.42+0.06 0.41+0.06  0.40+0.08 0.32+0.06* 0.44+0.18
LDL-c(g/1) 1.19+0.48 | 1.12x039 1.01+x0.43 1.33x0.55* 1.53+x0.47 1.22+0.43
Glyc (g/1) 1.83£0.92 | 1.53%1.12 1.6%0.85 2.02+0.72 2.320.97  2.81x0.59*

Les résultats sont exprimés en moyenne * SD; * = p<0.05
CHOL:cholesterol, TG: tri glycerides, HDL-c: High density lipoprotein cholesterol, LDL-C: Low density lipoprotein cholesterol.
Glyc: glycémie

Nos résultats de la glycémie montrent une moyenne de 1.83 + 0.92¢/l pour I’ensemble
des sujets ; la plus faible mesure de glycémie est de 0.6 g/l et la plus grande est de 4.23g/l. les
sujets les plus obéses (Obese IlI) enregistrent une glycémie significativement plus élevée

(p< 0.05) en comparaison avec les sujets normaux ou en surpoids.

®,

s La concentration d’Ox-LDL de I’ensemble des sujets

Le tableau 4.3 rapporte les concentrations d’Ox-LDL totale et éclatée par degrés
d’obésité des patients. La moyenne de I’Ox-LDL est de 337.0+113 ng/ml. On a remarqué que
la concentration de Ox-LDL présent une tendance a s’augmenter en rapport avec 1’obésité ;

mais ceci sans aucune différences significative entre différents classes.

Tableau 4.3 : Caractéristiques biochimique des sujets étudiés

IMC
Parameétres Total Normal  Surpoids  Obeésel Obése II Obese III
Ox-LDL 337.0 310.7 342.34 341.75 400.15 340.35
(ng/ml) +113 +117.8 +121.11  +112.85 +96.16 +58.31

Les résultats sont exprimés en moyenne + SD ; Ox-LDL : Oxidized Low density lipoprotein
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< Apercu sur les caractéristiques globales selon le sexe :

Notre étude s’est fondée sur les renseignements des 80 sujets de différentes régions ;
dont 43 femmes et 37 hommes. Le groupe CVD comporte 13 femmes et 17 hommes ; le
groupe DT2comprend a lui 17 femmes et 15 hommes. Alors que le groupe Témoins

s’annonce avec 13 femmes et que de 5 hommes.

L’age moyen des femmes est de 56.97 + 14.0 contre 58.2 + 9.87 ans chez les hommes,
le poids moyen des femmes est significativement (p<0.05) plus faible (76.18 + 14.05 kg) que
celui des hommes (87.7 + 15.59 kg).

De maniere génerale, le sexe n’a pas influencé les moyennes globales des différents
parametres ; il n’a aucun différences significatives entre femmes et hommes pour les
paramétres anthropométriques ou bien les bilans biochimiques; ni en moins pour la

concentration d’Ox-LDL.

Cependant, les valeurs des différents parametres étudiées selon le sexe sont annexeées.
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I\VV.2Comparaison entre CVD, DT2 et Témoins :

«» Comparaison par groupe des parameétres anthropométrigues:

Nous avons remarqué que les sujets CVD ont un &ge moyen (63.8 £ 10.5 ans)
significativement plus élevé (p<0.05) en comparaison avec DT2 et Témoins. Cependant, les
femmes cardiopathiques sont plus &gées (68.15 vs 55 et 48 ans (DT2 et Témoins

respectivement)), alors que il n’ya aucune différence d’age chez les hommes (Fig 4.1).

L’IMC et TT s’avérent significativement plus élevés chez les CVD (31.14+ 5.9 kg/m?
et 104.4+14.4cm) et DT2 (31.03+4.18kg/m? et102.7+ 13.2cm) en comparaison avec les
Témoins (24.7 + 2.3 kg/m? et 81.6+ 9.03 cm). Les témoins femmes et hommes présentent
significativement un IMC (F : 24.7+ 1.99 ; H : 24.7+ 3.33kg/m?) et TT (F:80.9 + 9.8; H:
83.4+ 8.5cm) les plus faibles (Fig 4.2).

Les mesures hémodynamiques sont plus élevées chez les sujets CVD et DT2. La
pression systolique des CVD et DT2 est plus élevée que celles des Témoins. Cette différence
est plus marquée chez les femmes que les hommes ; Ainsi les hommes DT2 et Témoins ne
different pas (Fig 4.2). La pression diastolique est aussi plus élevée chez les patients malades
en comparaison avec les Témoins. La pression diastolique ne différe pas entre les CVD et
DT2 (Fig 4.2).

* *

80 1 90 1
1(A) _’(B) x ns
70 [ J. 80 £
60 I b [ 70 1 ns ‘
] bc 1
50 - 60
_ ‘ | W oo
o 507 -
40 1 {m E Diabétique
30 ] 407 Témoin
| 30 A
20 1 20
10 10 _-
0 y - 0 -
CVvD Diabétique Témoin femme homme

Figure 4.1 : Comparaison du parametre « age » des différents groupes de patients (A)

comparaison globale ; (B) comparaison par Sexe. Lettres a,b,c différentes = p < 0.05; * =p<0.05; **=
p<0.01 : *** = p<0.001 ; ns = non significatif
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Figure 4.2 : Comparaison des IMC, TT, BP systolique et BP Diastolique des

differents groupes de patients. (A) comparaison globale ; (B) comparaison par sexe.

Lettres a,b,c différentes =p <0.05; * =p<0.05 ; **= p<0.01 : *** = p<0.001 ; ns = non significatif
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« Comparaison des parameétres biochimigue par groupe de patients :

La concentration CHOL du groupe CVD (2.10 £0.55 g/l) et du DT2 (1.89 + 0.53 g/l)
est significativement (p<0.05) plus élevée que celle du groupe Témoins (1.50 + 0.31 g/l). La
comparaison appariée entre les groupes des patients chez les deux sexes, montrent que le
CHOL des CVD de femmes ou bien d’homme n’est pas significativement différent a ceux
des patients DT2. Au contraire aux hommes, le CHOL des femmes-DT2 est
significativement plus élevé que celui des femmes-témoins (1.94 + 0.43 g/l vs 1.53 + 0.27 g/l
respectivement). Que ce soit le sexe analysé les Témoins présentent une concentration

CHOL la plus faible (Fig 4.3).

La concentration TG du groupe CVD (1.55 £ 0.64g/l) et du DT2 (1.48+ 0.65¢/1) est
significativement (p<0.05) plus élevée que ceux du groupe Témoins (0.91 +0.34g/l). La
comparaison entre les groupes CVD et DT2 n’est pas significativement différente chez les
deux sexes.

Que ce soit femmes ou bien hommes, le TG des groupes CVD et du groupe DT2 sont
significativement plus élevés que celui des témoins. Que ce soit le sexe analysé les témoins

présentent une concentration CHOL la plus faible (Fig 4.4).
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Figure 4.3 : Comparaison du paramétre « Cholestérol » des différents

groupes de patients

(A) comparaison globale ; (B) comparaison par sexe.
Lettres a,b,c différentes =p <0.05; * =p<0.05 ; **= p<0.01 : *** = p<0.001 ; ns = non significatif
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Figure 4.4 : Comparaison du parametre « Triglycérides » des différents groupes de

patients(A) comparaison globale ; (B) comparaison par sexe.

Lettres a,b,c différentes =p <0.05; * =p<0.05 ; **= p<0.01 : *** = p<0.001 ; ns = non significatif

Les résultats obtenus par notre étude ne démontrent aucun effet significatif de la
maladie contracté sur le taux d’HDL. Quand méme, nous avons constaté une faible
diminution du taux HDL chez les groupes CVD et DT2 par rapport aux témoins ; Ceci est

aussi remarqué lorsque on voie selon les femmes ou bien les hommes. (Fig. 4.5).

Les concentrations d’LDL du groupe CVD (1.39 + 0.49 g/l) et du DT2 (1.18+ 0.48 g/l)
sont significativement (p<0.05) plus élevées que ceux du groupe Témoins (0.89 + 0.3 g/l).
Chez les homme on a remarqué aucun effet significatif de différence entre les groupes CVD,
DT2 et Témoins ; alors que chez les femmes ; la comparaison d’LDL entre les groupes CVD
et DT2 n’est aussi pas significativement différente. Néanmoins, la concentration d’LDL chez
les Témoins des deux sexes s’affichent avec les valeurs les plus faible (F: 0.89 + 0.269/l vs
H:0.88 +0.44 g/l) (Fig. 4.5).

La glycémie des différents groups est illustrée dans la figure 4.5. On a constaté que le
groupe CVD signale un taux trés élevé en comparaison avec les deux autres groupes
(CVD2.38 + 0.84 vs DT21.88 + 0.77 et Témoins 0.8 + 0.15 g/l) (p<0.01). Par rapport a Ieffet
des maladies contractées chez les différents sexes, on a aussi constaté la supériorité du groupe
CVD et DT2 en comparaison avec les Témoins (p<0.01) ; alors que chez les hommes, la

Glyc ne se differe pas entre le groupe CVD et DT2. (Fig 4.5).
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Figure 4.5: Comparaison de « HDL, LDL & Glycémie » par différents

groupes de patients (A) comparaison globale ; (B) comparaison par sexe.
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Chapitre IV

« Comparaison des parameétres du statut oxydatif TBARS et ABTS par groupe :

Le statut de la peroxydation lipidiqgue en terme de TBARS (MDA) et le degrés
d’ihibition de radical ABTS est illustré dans la figure 4.6.

Malgré les différences observées de TBARS chez les diffirents groupes en faveur de

celui DT2, nous n’avons pas trouvé aucune différence significative dans aucun jeux de

comparaison globale ou bien par sexes.

Le groupe DT2 se caractérise par un niveau d’inhibition d’ABTS significativement

élévé chez la totalité des patients et chez les femmes (p<0.05) (Fig 4.6).
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Figure 4.6 : Comparaison desparamétres « TBARS &ABTS » des différents groupes:

(A) comparaison globale ; (B) comparaison par sexe.
Lettres a,b,c différentes =p <0.05; * =p<0.05 ; **= p<0.01 : *** = p<0.001 ; ns = non significatif
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++ Comparaison de la concentration en Ox-LDL par groupe :

La figure 4.7 illustre la comparaison de la concentration d’Ox-LDL mesuré par ELISA
chez les différents groupes de patients CVD, DT2 et Témoins. Nous avons constaté des
différences significatives (p<0.01) entre tous les groupes expérimentaux ; en effet, le groupe
CVD montre une concentration Ox-LDL (403.4+ 120.9 ng/ml) plus élevée que DT2 (316.06
+ 73.8 ng/ml) et témoins (263.4 £ 100.97 ng/ml).

Nos résultats montrent une augmentation de la concentration d’Ox-LDL chez les
hommes du groupe Témoins; qui se montre plus élevée par rapport au DT2 mais sans aucun
degré de signification. Chez le méme sexe (homme), le groupe CVD présente un taux d’Ox-
LDL elevé (402.91 + 115.89 ng/ml) en comparaison avec le DT2 (308.64 + 79.7
ng/ml)(p<0.05), mais Il s’avere non significativement différent avec les Témoins (334.44 +
126.51 ng/ml) (Fig 4.7).
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Figure 4.7 : Comparaison du paramétre « Ox-LDL» des différents groupes de patients

(A) comparaison globale ; (B) comparaison par sexe.
* =p<0.05 ; **= p<0.01 : *** = p<0.001 ; ns = non significatif
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1\V.3. Corrélations entre la concentration d’Ox-LDL et les paramétres biochimigues

Le tableau 4.4 démontre les niveaux de corrélations calculées entre différents
paramétres de notre étude. On a choisi I’appariement de I’age, IMC, TBARS, ABTS avec la
concentration de I’Ox-LDL et le bilan biochimique; nous avons aussi calculé les corrélations

inter-duelles des mesures biochimiques.

On a constaté que I’Age et IMC des patients sont fortement corrélés avec la glycémie
Glyc (r = 0.47et r= 0.36 respectivement) (p<0.001) ; ces deux parametres sont aussi corrélés
positivement (p<0.01) avec le CHOL(r = 0.22 et r =0.27 respectivement) et TG(r = 0.29

respectivement).

Nous avons constaté que quelques parameétres biochimiques sont corrélés en eux. En
occurrence, nous avons démontré que le CHOL présente significativement (p<0.001) une
forte corrélation avec Glyc, TGet LDL (0.41, 0.56 et 0.95 respectivement). D’autre part, Le
TG s’avere d’étre significativement corrélé (p<0.001) avec LDL (0.37).

On remarque aussi dans la méme marche une corrélation significative entre Glyc et
CHOL (r=0. 41p<0.001), TG (r=0. 28p<0.05) et LDL (r=0. 35p<0.01).

L’HDL ne représente avec les autres parametres biochimique que de faibles
corrélations ; néanmoins elles s’averent négative avec LDL (r=-0.14) ; mais en contrepartie,

il se trouve une corrélation négative existe aussi entre HDL et ABTS (r=-0.22 p=0.04) .

On observe dans ce tableau une forte corrélation entre la concentration de I’Ox-LDL et
I’age (r=0.35) et la Glyc (r=0.46) avec une différence hautement significative (p<0.0001). En
deuxiéme degré, I’Ox-LDL est positivement corrélé (p<0.05) avec le CHL (r=0.24) et avec
TG (r=0.22).

53

—
| —



Partie Expérimentale [Résultats & Discussion] Chapitre IV

Tableau 4.4 : Corrélation entre différents parametres d’étude

LDL CHOL TG GLY OX -LDL
Age(ans) 0.18 0.22* 0.20%F  0.44% 0.35%*
IMC(Kg /m?) 0.25* 0.27* 0.29%* 0.36%* 0.18
TG(g/1) : 0.37%%*  0.56%** 0.28*

CHOL(g/1) 0.95%+* 0.56%%%  0.41%**

LDL(g/1) 0.95%%%  (37%xx  (35%* 0.21
HDL(g/1) -0.143 0.03 0.05 0.02 -0.17
ABTS% -0.02 0.04 0.16 0.14 -0.05

* =p<0.05 ; **= p<0.01 : *** = p<0.001
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IV.4 La Discussion :

La présente étude répond a I’objectif d’investiguer le degré d’influence des facteurs
pathologiques d’états cardiovasculaire et glycémique sur I’évolution du bilan lipidique,
I’oxydation d’LDLs et le statut oxydatif des sujets a risque.

En effet, plusieurs facteurs comme la dyslipidémie, 1’hypertension, le surpoids et le
diabéte sont rattachés pleinement a une responsabilité importante dans le processus
pathogénique de déclenchement d’affections cardiovasculaires (Okada et al., 2004). 1l est
aussi emblématique d’admettre au dysfonctionnement de métabolique lipidique (Cholestérol
et LDL élevés avec HDL faible) et leur oxydation un réle important sur le durcissement
pathologique des vaisseaux sanguins et aux risques de maladies cardiaques (Castelli et al.,
1988). Cependant, plusieurs études proposent la mesure des produits d’oxydation ou
d’adduits d’LDLs oxydées comme des éléments indicateurs au risque potentiel ; qui peut étre

cliniqguement silencieux.

De fagon générale, le stress oxydant représente l'incapacité de I'organisme a se défendre
contre l'agression des ROSs (Koechlin-Ramonatxo, 2006). Le stress oxydatif occupe un
intérét en croissance dans les troubles cardio-vasculaires et métaboliques ; En effet, ce
dernier est culpabilisé dans le développement des affections vasculaires (Ceriello et al., 2004);

diabéte, syndrome métabolique et obésité (Holvoet et al., 2004 ; Njajo et al., 2009) .

Le stress oxydant est délétere pour 1’endothélium et leurs fonctions vasculaires.
L accumulation sous-endothéliales des cellules spumeuses peut étre déclenchée par la capture
d’LDL oxydés grace a récepteur scavenger suite a un déséquilibre du potentiel redox de
I’environnement vasculaire (\Wang et al., 1997) . Le déséquilibre pro-oxydant entraine la
formation de LDL oxydées par de multiples facteurs; en occurrence, les cellules
endothéliales, macrophages, et cellules musculaires lisses déterminent la formation d’LDL
oxydes par une dégradation excessive de cholestérol, phospholipides et apoliproteines
(Levitan et al., 2010). Le dysfonctionnement et la libération de facteurs pro-inflammatoires
recrute et propage aussi la formation d’LDL oxydés ; Cependant, Carneval et al., 2014
montre qu’un stress issue de la voie NOX2 incitent les plaquettes & produire les LDL oxydés
qui a leurs tour amplifiée 1’activation des plaquettes en accumulant un effet pro-thrombotique

direct.
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Le diabéte de type 2 et le syndrome métabolique sont aussi associés a 1’augmentation
des LDLs oxydées. Ainsi, le niveau d’OXLDL et non pas le cholestérol été prédictive a
contracter un diabéte (Rozen et al., 20010 ; Njajo et al., 2009 ; Bouhadja et al., 2017). Le
diabéte de type 2 et I’intolérance au glucose sont souvent associé¢ a plusieurs affections
comme I’hypertension, 1’insuffisance rénale et de troubles cardiovasculaires. Le potentiel
athérogénique du diabéte pourrait étre associé a la modification de 1’insuline de fagon
insuffisante ou bien non efficace résultant a un probléme de glycation et d’oxydation ; ceci est

toujours coincide avec un taux élevé d’Ox-LDL (Rajkovic et al., 2012 ;NouEldin et al., 2014).

Les MDAs exprimé en sens de TBARS ont été reconnu comme un marqueur de produit
final de peroxydation lipidique pertinent. Plusieurs enquétes ont signalé des niveaux élevés de
MDA dans les sujet de diabete de type 2 (NouEldin et al., 2014 ; Bouhadja et al., 2017), et
dans les sujets atherosclérotiques (Tanaka et al., 2011 ; Walter et al., 2004). Des études
antérieures montrent que les marqueurs de peroxydation lipidique, sont également associé au
développement des maladies coronariennes (\Weinbrenner et al.,2004). Quelques études
avaient démontré des corrélations entre les niveaux de TBARS et les facteurs de risque
cardiovasculaire, y compris la cigarette, I'nypertension, I'nyperlipidémie et le diabete (Brigues
etal ., 1993).

La présente étude analyse les mesures biochimiques et d’oxydation chez deux groupes
de malades en comparaison avec des témoins. L’ensemble des sujets de notre échantillon
s’annonce avec un dge moyen de retraite dont presque 60% péperes et avec un IMC moyen de
surpoids qui se rapproche a I’obésité. Cette description anthropométrique de notre échantillon
serait une caractéristique inerte liée aux affections choisis pour 1I’étude. En effet, les personnes
agés et obeses sont les plus prédisposées a contracter les troubles cardiovasculaires et le
diabete de type 2 (Meisinger et al., 2005 ;Njajo et al., 2009).

Les valeurs hémodynamiques des sujets étudiés s’averent stables en comparaison avec
les normes, sans aucune différence entre les différents groupes ; Ceci pourrait étre lié au

suivis médicamenteux de leurs états d’hypertension.
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La présente étude a abordé le niveau de TBARS de I’ensemble de la population. Nous
n’avons constaté aucun effet significatif chez CVD et Diabétique. Ainsi, il est attendu a ce
que l'obésité puisse renforcer I'association entre MDA plasmatique et le risque de diabéte de
type 2. Notre constatation est en dés-concordance d’une part avec (Tiwari et al., 2013) qui
suggeére que des niveaux éleves de MDA peuvent étre impliqués dans le développement de
complication diabétique ; et d’autre part avec Tanaka 2011 qui observe que le taux de TBARS
est associé au risque cardiovasculaire. De plus, nous avons montré une faible corrélation entre
MDA et obésité (r=0.16) ; alors que Bouhajia et al,. 2017 suggerent que I'obésité a donné lieu
a l'augmentation des MDA chez les patients diabétiques de type 2.

Malgré I’absence d’effet significatif, notre constatation suggere que le diabete, pourrait
favoriser la peroxydation des lipides par hyperglycémie. En effet, Loppese-vérila et al,. 1999
affirment que de nombreux mécanismes peuvent favoriser I'augmentation du stress oxydatif
dans le diabete, I'nyperglycémie en soi peut favoriser la génération de radicaux libres qui peut
a son tour catalyser la peroxydation lipidique. En effet, \WWang et al., 2014 a montré que le
niveau élevé de MDA inhibait la sécrétion d'insuline qui par conséquent stimule
I’augmentation de la concentration du glucose ; Cependant, I'exacte role de signalisation de la

MDA dans les processus pathologiques du diabéte de type 2 n'est pas complétement compris.

Dans notre étude, les niveaux de TBARS est en corrélation d'autres facteurs de risque
connus (cholestérol, LDL, triglycérides). Ce ci est en accordance avec Sakuma et al., 1997 et
Peni et al., 2001.

D’autres marqueurs d'oxydation a pourrait donner un surplus a notre étude ; en effet les
isoprostanes sont des composés de type prostaglandine qui peuvent étre formés in vivo a
partir de la peroxydation a base de radicaux libres d'acide arachidonique, indépendamment de
la voie cyclooxygénase. Des études ont démontré que ces composeés se trouvent dans la plaque

d’athérome et associé a un risque accru de cardiovasculaire (Hazen et al., 2001).

Dans la présente étude, il n’y a pas beaucoup de différence entre les groupes en termes
d’inhibition d’ABTS, et qui présente des faibles corrélations avec I’ensemble des parameétres.
Nous pensons que I’inhibition ABTS n’est pas associée aux paramétres du bilan lipidique ou
bien d’oxydation ; Ceci pourrait étre caché par d’autres systéemes antioxydant non lié aux

lipoprotéines qui pourrait influencer notre méthode.
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Kopprasch et al. 2003 suggerent que les niveaux de LDL oxydé ne sont pas associés aux
parametres de I'équilibre oxydatif / antioxydant dans le sang. lls ont signalé que LDL, le
cholestérol et les triglycérides étaient les prédicteurs les plus forts des taux d’oxydation
d’LDL. Kopprasch et al. 2003 trouvent qu’il y a une forte corrélation d’Ox-LDL avec LDL-
cholestérol et TG ce qui indique que I'oxydation des LDL est préférentiellement associée a la
dyslipidémie ; ce qui explique le risque athérogene élevée de la dyslipidémie dans les pré-

diabétiques.

Selon de nombreuses études cliniques, il y a assez la preuve que I'abaissement des taux
de LDL est une stratégie de prévention importante pour les complications cardiovasculaires
diabétiques (Matsuda et al., 2013). Mais, Les LDLs oxydés attirent une importance
considérable au cours des dernieres années en recherche biomédicale avec la persistance du

risque résiduel aux affections cardiovasculaire chez les patients a bilan lipidique stable.

Nous avons démontré dans notre étude des niveaux élevés d’Ox-LDL chez les sujets
CVD et DT2 par rapport au controle. Ce qui suggere que I'oxydation du LDL est influencée
positivement par 1’¢tat de la maladie contractée, suggererait d’une part 1’effet d’un stress
vasculaire et d’autre part, 1’effet de I'hyperglycémie et le dysfonctionnement de I’insuline.
Notre étude est en concordance avec Bouhajia et al,. 2017 , NouEldin et al., 2014, Meisinger
et al., 2005.

Plusieurs études sont instauré sur l'effet du statut antioxydant sur I'oxydation des LDL et
effets possibles des suppléments alimentaires avec des sources de vitamines antioxydants sur
la capacité antioxydant et I'oxydation deLDL (Déronzo et al., 2014). Une diminution du Ox-
LDL a été signalée aprés consommation de jus de raisin, source de polyphénols, dethé vert
(Hirano 200), La vitamine E et la C (Winklhofer et al., 2005).
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La dyslipidémie diabétique est un facteur de risque bien reconnu pour la maladie
cardiovasculaire athéroscléreuse (NG DS et al., 2013). Nos données suggerent que I'oxydation
des LDLs augmente avec le cholestérol, triglycéride et la glycémie dans le groupe CVD et
diabétique. Diwadkaret al. 1999 suggerent que des taux élevés de TG sérique peuvent
contribuer a l'oxydation rapide des LDL observées chez les diabétiques. Il est connu que
I’oxydation des LDL est particulierement associées a des niveaux élevés D’LDL. Toute la
situation de dyslipidémie qui améliore I'oxydation des LDL, Le mode de vie sedentaire et
I'obésité fournissent un bon risque de perturbation du profil lipidique et par conséquent d’Ox-
LDL.

La pertinence clinique de la mesure de I'Ox-LDL chez des hommes d'dge moyen
apparemment en bonne santé n'a pas d’usage ; néanmoins chez les patients a risque. Ainsi, les
résultats de notre étude ont plusieurs implications de diagnostic, prise en charge et de

recherche.
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Conclusions et perspectives

Conclusions et perspectives

Nous avons montré que la mesure d'Ox-LDL, du statut de la peroxydation lipidique
pourrait constituer un portfolio évaluateur de 1’état du stress oxydant chez les sujets a risque.
Ainsi, ces résultats vont soutenir I'nypothese a laquelle la présence des concentrations élevees
d'LDL oxydes dans le plasma peuvent contribuer a la manifestation d’accident vasculaire.
Bien que I'Ox-LDL pourrit étre facilement introduit dans la panoplie des mesures de
diagnostic, il semble peu probable que des concentrations élevées d'Ox-LDL dans le plasma
pourraient refléter sa libération d’une la plaque athéromateuse potentiellement silencieuse. La
mesure supplémentaire en partie du statut oxydatif apparié¢ avec les technologies d’imagerie
de pointe (IRM) pourrait améliorer la prédiction de complications cardiovasculaires et

d’orienter sensiblement I’ordonnance de la médication proposée.

Cependant, notre étude pourrait servir de support a d’autres recherches pour explorer
I’effet qu’on a démontré sur une multitude de parameétres. En particulier, I’évaluation des
marqueurs d’inflammation comme le NO et le CRP; I’évaluation de l’oxydation des
différentes sous-classes de lipoprotéines épurés, en relation avec le statut pathologique des
patients serait un bon projet expérimental. |l serait aussi préférable de corrélé le niveau
d’oxydation des lipoprotéines avec le dosage des différents systémes antioxydants; en
particulier, les tocophérols et de la vitamine C. En fin, La modélisation animale in-vivo est un
moyen expérimental intéressant pour analyser différentes explorations métaboliques,
tissulaires et cellulaires des différents facteurs induisant les dysfonctionnements cardio-

vasculaires.
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Annexe :

« centrifugeuse »

« centrifugeuse du epindorfe »

« Vortex »

« pain marie »




Annexe :

« Spectrophotométrie »

« PH métres »

« Incubateur »

« laveur de microplagues automatique »
URIT - 670




Annexe :

« Lecteur de microplaques avec

filtre de 450 £ 10nm. Elisa »
URIT - 660

« micropipette multi-canaux »

«Plaque Elisa de 96 puits »




Annexe :

«fiche questionnaire des malades»




Evaluation du statut antioxydant total (ABTS) :

1. Préparation de la solution ABTS : a 7 mM (dans L’Eau distillé)

Mm (ABTS) = 548.68 g/mol 514.62 g/mol

548.68 g - 1L - 1 mol (x)= 3.84g - 1L
x)g - 1L - 7x120°mol = 0.023g —» 6mL

2. Préparation du Persulfate de Potassium : a 2.45 mM

Mm (K, S, Og) = 270.32 g/mol

270.32 @ - 1L - 1mol (x)= 0.66g - 1L
(x) g — 1L - 2.45 x10° mol = 0.0033g - 5mL

3. Préparation de la solution ABTS® :

Solution d’ABTS + Persulfate de Potassium — ABTS® (bleu vert)

(2 volume) (2 volume)

Laissez le mélange au repos a I'obscurité et a température ambiante

pendant 12-16 h.

4. Dilution de la solution ABTS® = ABTS®" (solution de paillasse):

Dilution avec un tampon phosphate PBS (pH =7.4)

ABTS® (100 uL) + PBS (1500puL) = ABTS®”

Obtenir une absorbance de ABTS®" = 0.7 (longueur d’onde = 734 nm)
e ABTS®°"(amL) + Echantillon (20 pL)

lecture prise a 5 min exactement apres Réaction

Le pourcentage d'inhibition a été calculé et exprimé en équivalent
millimolaire de (Trolox)

e % d'inhibition = 2-=4¢

X 100

blanc du témoin : PBS (10 pL) + PBS (1mL)
On calcule : {

témoin : PBS (10 puL) + ABTS°* (1mL)

{blanc du I'échantillon : Ech (10 uL) + PBS (1mL)
échantillon : Ech(10 pL) + ABTS°" (1 mL)



Préparation de solution tampon Phosphate 50mM pH 7.4 :
1. Préparez la Solution A (Basique) :

Na,HPO,4 (Base)
Mm=141.96 g/mol

14196g - 1L — 1mol (x)= 71g - 1L
(x)g = 1L - 50.1073 mol - 07le = 100mt
2. Préparez la Solution B (acide)
NaH, PO, (acide)
Mm=137.99 g/mol}
(x)= 6.9g —- 1L

13799 g - 1L - 1 mol

0.69g — 100 mL

(x)g > 1L — 50.1073 mol

pH métre
Acide

. el Base

pH=7.4

Préparation de PBS Phosphate Buffered Saline pH 7.4 :

1. Préparez la Solution A (Basique) :

Réactifs Pesée mM
NaCl 8¢g 137 mM
KCL 0.2g 2.7 mM
Na,HPO, l44g 10 mM
KH,PO, 0.24¢ 1.8 mM

Ajoutez les Solutés au 800ml H20
Ajustez par HCLa pH 7.4
Complétez jusqu’au 1 Litre



Analyse de TBARS
JOHN A. BUEGE and STEVEN D. AUST 1978. Microsomal lipid peroxidation.
1. Préparation de solution Stock TCA-TBA-HCI « TTH »
TCA (15% w/v) ; TBA (0.375% w/v) ; HCL (0.25 N)
TCA (15g); TBA (0.375 g) ; HCL (100 ml)

La solution peut étre chauffée légerement pour dissoudre le TBA
La solution TTH peu étre aliquoté et conservé a -20°C

1. Mesure spechtro-photométrique

TTH (1 mL) + Ech (0.5 mL); mélanger bien au vortex
Bain Marie (95— 100°C) (60 min)
Bain De Glace (Stop réaction)

Centrifugez (18000 g) (15 min)

LA A

Lecture surnageant Spechtrophotometre a 532 nm

Abs

[] MDA nm="—2=x10"M*'cm™
1.56

Préparation de HCLa 0.25 N
Préparation de 100 ml HCL 0.25 N ; a partir de HCL Stock solution (37.2%)

Ajoutez 2.042 ml d’HCL de stock a 25 ml d’eau distillé ;

puis ajustez le volume final a 100 ml avec de |'eau distillé



Analyse de TBARS

Mary F. Walter 2004Serum Levels TBARS CAV in Stable Coronary Artery Disease
. NaOH ‘10M’ (50 ul) + Ech (0.5 ml) ; mélanger bien au vortex
. Bain Marie (60°C) (30 min)
. Ajoutez de I'HCL ‘586 g/L’ (500 pLl)

. Centrifugez

. Vortexez ; Bain Marie (100°C) (30 min)

1
2
3
4
5. Le surnageant (300ul) + TBA 10g/L 50mM Phosphate buffer (50uL)
6
7. Cooling

8

. 100puL Spechtrophotomeétre a 532 nm

[1MDA nm =225 x 10° Mt cm™
1.56




Analyse de TBARS

Hamdy F.Moselhy, 2013. Mesure of total plasma malondialdehyde.

NaOH ‘3M’ (25 ul) + Ech/Blanc (100 pL) ; mélanger bien au vortex
Bain Marie (60°C) (30 min)

Ajoutez de I'’Acide Sulfurique ‘0.05M’ (1ml) + TCA 20% w/v (0.5ml)
Vortexez et Centrifugez (3000 rpm) (10 min)

Le surnageant + TBA 0.355% (0.5ml)

Vortexez ; Bain Marie (90°C) (40 min)

Cooling et Centrifugez (3000 rpm) (10 min)

Spechtrophotomeétre a 532 nm

[1MDA nm =225 x 10° Mt cm™
1.56




Réactifs du TBARS :
NaOH avec Mm =39.99 g/mol

3999g - 1L - 1mol
(x)g — 1L — 0.05mol

(x)= 199g - 1L
= 004g - 20mL

TBA:

1g - 100mL _
(xX)g - 10mL } x=0.1g

TBA° = 0.1g(TBA) + 10 ml(NaOH)

Préparation de ’EDTA :

EDTA avec Mm =292.24 g/mol

292.24g - 1L - 1mol
x)g — 1L — 0.1 mol

(x)= 29.22g - 1L
= 058g - 20mL

Préparation de TCA :

30 - 100mL) . _
xg - ZOmL}X_Gg

TCA° = 6g(TCA) + 20mL (EDTA)




ELISA Ox-LDL BIOMATIK ®

1. Préparation des Réactifs

¢ Le Standard (témoin positif) :
Ampoule (standard) + Diluent Sample (1ml) =[20 ng/m]]0xLDL
Laissez reposer (15 min), avec agitation douce
Préparez 07 tubes en (500uL) de Diluent Sample
Préparez une dilution en série, le Diluent Sample représente [0 ng/ml]

ng/ml Mean 0.0
500 pL 500 pL 500 uL 500 pL 500 uL s00puLf 4 S
20 2917
10 201
5 1352
25 0814
10 5 2.5 1.25 .

0.625 0.312 0 0.625 0221

ng/ml 20

+» Le réactif de détection A et B (solution paillasse)
Diluez (1 :100). Réactif de détection (A) + DiluentA. ; (100uL +9900uL)
Diluez (1 :100). Réactif de détection (B) + DiluentB. ; (100uL +9900uL)

¢ Solution de Lavage
Mixez gentiment a T° ambiante, si des cristaux sont formés dans le concentré.

Préparez 750 ml de solution de Lavage ; Diluez le concentré par I’eau distillée.

2. Précédé d’emploi

Atteindre la T° ambiante pour tous les réactifs
Mixez tous réactif avant pipetage (éviter la formation de mousse)
e Prédire et déterminer la dilution appropriée des échantillons (marges/détection)

1. Ajoutez (100uL) Standards + / Echantillons
1 2 3 4 5 6 7

10 11 12

(@] @® >

O

-

(9]

0000000
0000000
OO000O0O00OO0
OO000O0O00OO0
OO00000O0O
OO00000O0O
OO00000O
OO000000 -
OO000000O-
OO00000O
OO000000O
OO000O0O00OO0

I

Std+
0.312-20 ng/ml
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9.
10

11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.

20.

Couvrez la plaque

Incubeza 37°C; 2 h

Enlevez le liquide de chaque puits.
Ajoutez (100uL/well) Réactif de détection (A)|(solution paillasse)

Sila solution A s’apparait nuageux : mixez bien jusqu’au éclaircissement

Couvrez la plaque

. Incubeza 37°C;1h

. Aspirez et lavez (~ 400uL/well). Effectuez Trois (03| lavage
Assurez I'enlévement du liquide aprés chaque étape de lavage
Laissez reposez 1-2 min

. Décantez la plaque ; inversez et tapez sur papier hygiénique
Ajoutez (100uL/well) |Réactif de détection (B)‘(solution paillasse)

Couvrez la plaque

Incubeza 37°C;1h

Aspirez et lavez (~ 400uL/well). Effectuez Cinq |05| lavage

Assurez I'enlévement du liquide aprés chaque étape de lavage

Décantez la plaque ; inversez et tapez sur papier hygiénique

Ajoutez (90pL/well) SONIUONSHDSOER

Couvrez la plaque

Incubez a 37°C; 15 - 30 min protégez de la lumiere
Ajoutez (50pL/well) [EETIHONSION

Si le changement de la couleur n’apparait pas ; tapez gentiment pour mixer

Lecture a 450 nm



Statistiques descriptives
Eclaté par : Sexe

Age (Ans), Total
Age (Ans), femme
Age (Ans), homme
Poids (kg), Total
Poids (kg), femme
Poids (kg), homme
Taille (cm), Total

P

Taille (cm), femme

Taille (cm), homme

Tour de Taille (cm), Total
Tour de Taille (cm), femme
Tour de Taille (cm), homme
Cholestérol (g/l), Total
Cholestérol (g/l), femme
Cholestérol (g/l), homme
Triglycérides (g/l), Total
Triglycérides (g/l), femme
Triglycérides (g/l), homme
HDL (g/l), Total

HDL (g/l), femme

HDL (g/l), homme

LDL (g/l), Total

LDL (g/l), femme

LDL (g/l), homme

BP systolique (mm Hg), Total

BP systolique (mm Hg), femme
BP systolique (mm Hg), homme

BP diastolique (mm Hg), Total

BP diastolique (mm Hg), femme
BP diastolique (mm Hg), homme

Glycémie (g/l), Total
Glycémie (g/l), femme
Glycémie (g/l), homme
MDA (nmol/ml), Total
MDA (nmol/ml), femme
MDA (nmol/ml), homme
Colonne 1, Total
Colonne 1, femme
Colonne 1, homme

IMC, Total

IMC, femme

IMC, homme

Ox-LDL (ng/ml), Total
Ox-LDL (ng/ml), femme
Ox-LDL (ng/ml), homme

Moy. Dév.Std FErreur Std Nombre  Minimum  Maximum
57,587 12,237 1,368 80 32,000 85,000
56,977 14,045 2,142 43 35,000 85,000
58,297 9,874 1,623 37 32,000 84,000
81,525 15,790 1,765 80 53,000 130,000
76,186 14,055 2,143 43 55,000 110,000
87,730 15,590 2,563 37 53,000 130,000

165,750 8,458 ,946 80| 143,000 185,000
161,186 7,062 1,077 43| 143,000 175,000
171,054 6,708 1,103 37| 150,000 185,000
98,625 15,824 1,769 80 70,000 133,000
96,000 16,160 2,464 43 70,000 123,000
101,676 15,067 2,477 37 70,000 133,000
1,885 ,540 ,060 80 ,600 2,990
1,883 ,486 ,074 43 ,600 2,660
1,887 ,603 ,099 37 ,860 2,990
1,382 ,642 ,072 80 ,320 3,970
1,428 ,644 ,098 43 430 3,970
1,327 ,644 ,106 37 ,320 2,930

,409 ,082 ,009 80 ,210 ,620

423 ,080 ,012 43 ,300 ,620

,393 ,082 ,013 37 ,210 ,540

1,199 ,489 ,055 80 -,134 2,166
1,174 ,455 ,069 43 -,134 1,936
1,229 ,530 ,087 37 ,290 2,166
133,600 28,495 3,186 80 11,000 180,000
135,372 25,458 3,882 43 11,000 180,000
131,541 31,899 5,244 37 15,000 170,000
79,213 12,314 1,377 80 60,000 130,000
75,814 12,953 1,975 43 60,000 130,000
83,162 10,354 1,702 37 60,000 107,000
1,838 ,925 ,103 80 ,600 4,230
1,732 ,971 ,148 43 ,620 4,200
1,961 ,865 ,142 37 ,600 4,230
77,681 | 119,876 14,227 71 2,564 576,923
84,792 | 127,128 20,101 40 2,564 576,923
68,507 | 111,204 19,973 31 3,205 576,923
90,435 5,595 ,626 80 76,800 99,600
89,526 5,829 ,889 43 78,400 98,900
91,492 5,189 ,853 37 76,800 99,600
29,664 5,298 ,592 80 19,706 43,943
29,337 5,196 ,792 43 20,701 41,623
30,044 5,462 ,898 37 19,706 43,943
337,013 | 113,098 12,645 80| 117,285| 628,545
321,152 | 114,004 17,385 43| 117,285 628,545
355,446 | 110,709 18,201 37| 228,058 | 609,069
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