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Produits de glycation avancée et statut antioxydant chez des
diabétiques Tunisiens

H. CHAHED', Résumé : Des études récentes suggerent que I’hyperglycémie chronique de
N. GAMMOUDTI" diabéte de type 2 est le principal acteur responsable des complications micro
A. SOUALHIA!, et macroangiopathiques. Parmi les altérations biochimiques caractéristiques
L. CHAIB> de cette hyperglycémie figure la formation des produits de glycation avancée
S. FERCHICHI! (AGE?5) et la perturbation de la balance oxydants / antioxydants. Le but de ce
A. MILED!' ’ travail était d’évaluer le taux des AGEs et le statut antioxydant (la superoxy-

de dismutase (SOD), la glutathion peroxydase (GPX), la gluthation réductase
(GR), la catalase (CAT) et le statut antioxydant total (SAT)) chez des patients
diabétiques de type 2 (DT2). Notre étude a concerné 70 patients DT2 d’age
moyen 42 + 12 ans et 50 sujets témoins d’age moyen 44 + 10 ans. Nos résul-
tats ont montré une élévation statistiquement significative des AGEs chez les
DT2 comparé aux témoins (8,85 £2,05 103 vs 5,06 1,4 103 UA/g, p < 107).
Nous avons aussi noté une ¢lévation statistiquement significative des activités
érythrocytaires antioxydantes (SOD, GPX, GR et CAT ; p < 0,05). Cependant,
le SAT était statistiquement diminué chez les DT2 par rapport aux témoins

(p = 0,001). L’augmentation des AGEs refléte un déséquilibre glycémique
chronique, impliquée dans la genése d’un stress oxydant qui est compensé par
I’¢lévation des activités des enzymes antioxydantes.

Mots Clés : Diabéte de type 2, Produits de glycation avancée (AGEs), statut
antioxydant, stress oxydant, complications.

Advanced glycation Endproducts and
antioxydant status in Tunisian diabetics.

Abstract : Recent studies suggests that hyperglycemia is an important contri-
butor to the development of micro and macroangiopathy. Among the bioche-
mical alteration and characteristic furthers of this hyperglycemia, are the for-
mation of advanced glycation endproducts (AGEs), increased oxidative stress
and reduced antioxydant capacity. The present study was undertaken to eva-
luate the variation of advanced glycation end products and the parameters of
antioxidant status in type 2 diabetic Tunisian patients. This study was inclu-

| Laboratoire de biochimie- ded 70 type 2 diabetic patients (mean age 42 + 12 years) and 50 healthy
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control subjects (mean age 44 + 10 years). Compared with healthy control
subjects, diabetic patients had significantly increase of AGEs (8.85 £2.05 103
, ) , . . vs 5.06 £ 1.4 103 UA/g p < 10°) and significant increase of antioxidant
Service d’endocrinologie - enzymes (SOD, GPX, GR and CAT; p < 0.05). We found that diabetic patients
CHU  Farhat  Hached had significantly lower total antioxidant status (p = 0,001).
Sousse Tunisie The increase of AGE showed a chronic disturbance of hyperglycemia involved
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in the genesis of oxidative stress. The compensatory increase of the antioxi-

dant enzymes is induced as a response to free radical overproduction in type

2 diabetes.

Keywords : Type 2 diabetes, advanced glycation end products (AGEs),

antioxidant status, oxidative stress, complications.

Introduction

Le diabéte de type 2 est redoutable par ses complications
dégénératives micro et macrovasculaires. Ces complica-
tions ne sont pas uniquement associées aux différents fac-
teurs de risque classique (Tabac, hypertension artérielle,
dyslipidémie...) mais elles ¢étaient attribuées a
I’hyperglycémie chronique [1]. Cette dernicre est respon-
sable de modifications biochimiques a savoir la formation
des produits glycation avancée (AGEs, Advanced glycation
end-products), I’exagération des voies des polyols et des
hexosamines et 1’activation de la voie de la protéine kinase
C [2-4]. Ces mécanismes contribuent a un stress oxydant
(un déséquilibre de la balance pro-oxydants/anti-oxydants
en faveur des pro-oxydants) par augmentation da la produc-
tion des superoxydes via la chaine respiratoire mitochon-
driale. En outre, I’accumulation des AGEs, issus d’une réac-
tion de glycation non enzymatique (processus de Maillard)
entre les sucres réducteurs et les protéines, induit un
stress oxydatif et inflammatoire via leurs récepteurs
spécifiques RAGE [5]. Par conséquent, ces différents
phénomenes intriqués contribuent a 1’amplification des
effets néfastes du stress oxydatif.

Pour s’opposer a I’action du stress oxydatif, 1’organisme
dispose d’un systéme antioxydant en stimulant 1’expres-
sion des systémes enzymatiques. Cette défense permet de

prévenir la progression des réactions en chaine des radicaux
libres qui sont responsables de dommage tissulaire [6].
L’objectif de cette étude est d’évaluer le taux des AGEs
(marqueur d’un dommage oxydatif) et le statut antioxy-
dant (la superoxyde dismutase (SOD), la glutathion per-
oxydase (GPX), la gluthation réductase (GR), la catalase
(CAT) et le statut antioxydant total (SAT)) chez des
patients diabétiques de type 2 (DT2).

Patients et méthodes

Patients

Notre étude a concerné 70 patients DT2, 58 hommes et
12 femmes, agés de 42 + 12 ans, et dont [’age moyen de
leur diabéte est de 7,47 £ 5,77 ans. Le groupe témoin est
représenté par 50 sujets sains, 17 hommes et 33 femmes,
agés de 44 + 10 ans. Les patients et les témoins ont été
sélectionnés conformément aux critéres d’inclusion et
d’exclusion établis par une fiche de renseignement. Tous
les sujets présentant une inflammation aigu€, une mala-
die auto-immune, une pathologie hépatique et/ou pre-
nant un traitement antioxydant ont été exclus de 1’étude.
Tous les sujets de notre étude ont signé un consentement.
Les caractéristiques anthropométriques, les données
cliniques de la population d’étude sont résumées dans le
Tableau 1.

Tableau 1 : Caractéristiques anthropométriques des malades et des témoins

Diabétiques (n=70) Témoins (n= 50) P
Age (ans) 42 +£12 44 £ 10 NS
Sexe (F/H) 12/58 17/33 NS
IMC (kg/m?) 28,8 £3,0 23+2.7 0,01
HTA (%) 12 0 -
Dyslipidémie (%) 35 0 -
Age du diabéte (ans) 7,47 £5,77 - -

H : homme ; F : femme, IMC : indice de masse corporelle, HTA : hypertension artérielle
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Prélévements

Les prélévements sanguins ont été réalisés au niveau de
la veine du pli de coude apres un jetine de 12 heures, le
sérum et le sang total ont été conservé a - 20C° pour la
détermination des AGEs et le statut antioxydant (SOD,
GPX, GR, CAT, SAT).

Méthodes biochimiques

Produits de glycation avancée : Les AGEs ont été déter-
minés par une méthode spectrofluorimétrique selon
Munch et al [7]. Le taux des AGEs a été exprimé en
unité arbitraire par gramme de protéine (UA/g protéine).
Exploration du statut antioxydant : L’activité érythrocy-
taire de la SOD a été déterminée par une méthode enzy-
matique colorimétrique a la xanthine oxydase en utili-
sant des kits commercialisés par le laboratoire Randox
(Randox Antrim, Royaume-Uni). Les activités érythro-
cytaires de la GPX et de la GR ont été déterminées par
une méthode enzymatique a 340 nm (Randox Antrim,
Royaume-Uni). L’activité érythrocytaire de la catalase a
été déterminée par une méthode enzymatique colorimé-
trique selon Groth et al [8]. Le SAT a été dosé par une
méthode colorimétrique a 600 nm (Randox Antrim,
Royaume-Uni). Le taux d’hémoglobine a été déterminé
par la méthode de Drabkin a 540 nm.

Autres analyses : La Glycémie, les triglycérides (TG), le
Cholestérol total (CT) et le HDL-cholestérol (HDLc)
ont ét¢ déterminés par des méthodes enzymatiques colo-
rimétriques. Le LDL cholestérol (LDLc) était calculé en
utilisant la formule de Friedewald et al [9]. L’'HbAlc a
été déterminée par la méthode d’immunoinhibition sur
latex (Randox Antrim, Royaume-Uni).

Analyse statistique

Tous les résultats ont été¢ exprimés en moyenne + écart-
type (M +0). La comparaison des moyennes a été faite a
I’aide du test t de Student et les corrélations ont été
exprimées par le coefficient r de Pearson. Le seuil de
signification statistique a été fixé a 5%.

Résultats

Les parametres biochimiques de la population d’étude
ont été résumés dans le Tableau 2.

La glycémie était significativement plus élevée chez les
diabétiques par rapport aux témoins (p < 107). De plus,
I’ HbAlc était significativement plus élevée chez les
diabétiques par rapport aux témoins (p < 107).

L’¢étude du bilan lipidique a montré une élévation statis-
tiquement significative des TG et des LDLc chez les
diabétiques par rapport aux témoins. Cependant, les
HDLc étaient significativement diminués chez les
diabétiques comparés aux témoins.

Nos résultats ont aussi montré une augmentation significati-
ve des taux des AGEs chez les diabétiques comparés aux
témoins (8,85 + 2,05 103 Vs 5,06 = 1,4 103, p <10?). En
outre, chez les patients diabétiques, les AGEs étaient positi-
vement corrélés a ’'HbAlc (r = 0,651, p <107) (figurel),
pour les témoins on n’a pas trouvé cette corrélation.

La mesure de l’activité érythrocytaire de la SOD a
montré une augmentation statistiquement significative
chez les diabétiques comparés aux témoins (2257,60 +
452,02 U/g Hb Vs 1793,93 + 842,85 U/g Hb, p = 107).
L’activité érythrocytaire de la GPX était aussi statisti-
quement plus élevée chez les patients par rapport aux
témoins (88,60 + 15,72 U/g Hb vs 67,56 &+ 13,6 U/g Hb,
p <10%).

De méme, il y a une ¢lévation statistiquement significa-
tive de activité érythrocytaire de la GR (9,04 + 2,78
U/g Hb Vs 7,68 = 2,62 U/g Hb, p = 0,007) chez les
diabétiques comparés aux témoins.

L’activité érythrocytaire de la catalase était aussi statis-
tiquement augmentée (613,10 + 156,38 kU/g Hb Vs
299,34 + 122,99 kU/g Hb, p < 107) chez les diabétiques
par rapport aux témoins.

Cependant, le SAT était statistiquement diminué chez
les diabétiques par rapport aux témoins (1,27 + 0,38
mmol/l Vs 1,51 £ 0,41mmol/l, p=10~).

Discussion

Au cours du diabéte sucré, ’hyperglycémie chronique est
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Tableau 2 : Répartition des paramétres biochimiques chez les patients diabétiques et les témoins

Diabétiques (n=70) Témoins (n= 50) P
Glycémie (mmol/L) 10,35+ 3,11 4,74+ 2,56 <10°
HbAlc (%) 9,93+ 1,65 5,96+ 0,65 <10?
TG (mmol/L) 1,97+ 1,19 1,314+ 0,92 10°
CT (mmol/L) 4,22+ 0,78 4,10+ 1,03 0,46
HDLc (mmol/L) 1,15+ 0,32 1,34+ 0,34 107
LDLc (mmol/L) 2,44+ 0,63 1,84+ 0,90 <10°
AGEs(103xUA /g protéine) 8,85 + 2,05 5,06 +14 <10?
SOD (U/g Hb) 2257,60+452,02 1793,93+842,85 10°
GPX (U/g Hb) 88,60+ 15,7 67,56+ 13.6 <10°?
GR (U/ g Hb) 9,04+ 2,78 7,68+ 2,62 0,007
CAT (kU/g Hb) 613,10+ 156,38 299,34+ 122,99 <10°?
SAT (mmol/L) 1,27+ 0,38 1,51+ 0,41 10°

UA : unité arbitraire
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Figure 1 : Corrélation entre le taux des AGEs et ’HbAlc chez les patients
diabétiques (r = 0,651, p <107?).
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responsable d’un ensemble de modifications métaboliques,
glucidique, lipidique et protéique [10]. En effet, ces modi-
fications induisent un dysfonctionnement endothélial et un
stress oxydatif qui jouent un rdle clé dans le développe-
ment des maladies vasculaires athéromateuses [2].

Nos résultats confirment que tous nos patients diabétiques
présentaient un déséquilibre glycémique chronique. En
effet la glycémie a jeun de ces patients était > a 7,0
mmol/L, de plus I’HbAlc reflétait ce déséquilibre
puisque tous nos patients diabétiques avaient une
HbAlc > 8% limite proposée par I’ADA, soulignant un
mauvais controle [11].

Nos patients présentaient une dyslipidémie secondaire
objectivée par I’augmentation des TG et des LDLc avec
une diminution des HDLc. Cette dyslipidémie conséquente
a une insulino-résistance est en rapport avec
I’augmentation de la libération des acides gras libres
(AGL) a partir des adipocytes insulino-résistants [12].
Cette augmentation des AGL au niveau hépatique, avec
une quantité suffisante en glycogene, favorise la
production des TG ce qui stimulent la sécrétion des
I’apolipoprotéine B (ApoB) et des VLDLc. Ces
modifications sont responsables, par un mécanisme
d’échange lipidique, de la diminution des HDLc et de
I’augmentation des LDLc petites et denses. Nos résultats
suggerent que cette perturbation du profil lipidique
contribue au développement de [’athérosclérose via
I’élévation des LDLc (effet athérogene et pro-oxydant) et
la diminution des HDLc (effet antiathérogéne et antioxy-
dant), ceci a été documenté par plusieurs études [13-14].
Parmi les troubles métaboliques de cette hyperglycémic
toxique, figure la glycation non enzymatique des protéines,
aboutissant a la formation des AGEs. Ces derniers,
considérés comme des glycotoxines, jouent un role
déterminant dans la genése d’un stress oxydant et
I’apparition des lésions micro-vasculaires et macro-vascu-
laires du diabéte d’ou I’importance d’explorer ce paramétre
[15]. Notre étude a montré une €lévation statistiquement
significative des AGEs chez les diabétiques comparés
aux témoins. Ces résultats sont en accord avec plusieurs
études, notamment celle de Bansal et al. [16], celle de
Kilhovd et al. [17], et celle de Koyama et al. [18], qui

ont rapporté une augmentation statistiquement significative
des AGEs totaux, de la Né-carboxymethyl-lysine et de
la Nt-carboxymethyl-arginine chez les diabétiques. De
travaux récents [5, 19] ont montré que la production et
I’accumulation des AGEs sont impliquées dans
I’initiation et le développement des complications micro
et macro vasculaires observées chez les patients diabé-
tiques. Ces produits de glycation induisent un désordre
cellulaire a travers la liaison des AGEs a leurs récepteurs
spécifiques (RAGE). En effet, cette interaction entraine
une activation cellulaire en particulier endothéliale et
macrophagique, qui produit des cytokines et des facteurs
tissulaires. Les AGEs induisent aussi la production des
formes réactives de I’oxygene [5, 18]. L’augmentation
du taux des AGE contribue donc a 1I’augmentation du
statut oxydant via ces récepteurs RAGE et participe
ainsi dans 1’aggravation du déséquilibre oxydant-anti-
oxydant [4, 20]. Le role des AGEs dans l'accélération de
développement des maladies artérielles, observé chez le
diabéte, a été démontré [21] ; en effet, une association
entre I’augmentation du collagéne et la rigidité artérielle,
ainsi qu’une augmentation de la tension artérielle systo-
lique et diastolique ont également été rapportées. Ces alté-
rations biomécaniques sont associées a une augmentation
de la glycation du collagéne (cross-Links). En plus, la
diminution de 1’¢lasticité artérielle est liée aux dépdts
d’AGEs ce qui peut contribuer au développement de
I'hypertension systémique et a la rigidité artérielle.
D’autre part, les lipoprotéines glyquées contribuent a la
formation des cellules spumeuses [2-4].

Nos résultats ont montré une corrélation positive du taux
des AGEs avec I’HbA ¢, cette corrélation a été retrouvée
dans 1’étude de Turk et al [16,22] qui avaient rapporté
que cette corrélation était observée chez les patients
ayant un mauvais controéle (HbA1c>8%), ce qui est le
cas de nos patients ; cependant cette corrélation est
faible chez les patients dont I’HbAlc < 8%. Ces auteurs
expliquaient que cette discordance pourrait refléter une
différence de cinétique de formation de I’HbAlc et des
AGEs. Dans I’¢tude de Kalousova et al [23], cette
corrélation était observée seulement chez les diabétiques
de type 1, en revanche, Wagner et al n’ont pas trouvé
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cette corrélation [24]. Nous suggérons que plus ’HbAlc
(équilibre glycémique a moyen terme) est augmentée plus la
formation des AGE est accélérée, ce qui refléte que
I’intensité de glycation est proportionnelle a la qualité de
I’équilibre glycémique ; ainsi, un contréle strict est
indispensable pour réduire les effets déléteres des AGEs.
L’analyse des activités érythrocytaires de la SOD, de la
GPX, de la GR et de la CAT a montré une élévation
statistiquement significative chez les patients diabé-
tiques comparés aux témoins, en accord avec plusieurs
travaux [25-28].

L'augmentation des activités des enzymes antioxydantes
pourrait étre une réponse adaptative au pro-oxydants
chez les diabétiques. De plus, cette augmentation peut
étre due soit a un déséquilibre antioxydant/pro-oxydant,
soit a une surexpression des génes codants pour ces
enzymes antioxydantes via des facteurs de transcription
redox sensibles [27].

En effet, ’augmentation de I’activité de la SOD est la
premiére réponse adaptative résultant d’une augmentation
de la dismutation du superoxyde en peroxyde d’hydrogene
(HyO») [28]. L’augmentation de la GPX pourrait étre expli-
quée par le fait que cette enzyme sélénium dépendante
participe au processus qui limite les dégats de la peroxyda-
tion lipidique ; par conséquent, les cellules des sujets diabé-
tiques vont capter le sélénium entrainant 1’activation de la
GPX dans ces cellules [28]. De méme, I’élévation de
I’activité de la GR, souvent associée a I’activité de la GPX,
pourrait étre un mécanisme compensatoire antioxydant par
la régénération du glutathion, ce dernier est souvent diminué
au cours de diabéte [27]. La catalase, qui transforme le
HyO5 en HyO, vient en seconde ligne pour lutter contre la
production accrue de HyO5 via la SOD.

Bien que la mesure du statut antioxydant total permette
d’évaluer l’action cumulative des antioxydants dans
1’organisme, nous avons observé une diminution significa-
tive du SAT chez les patients diabétiques comparée aux
témoins ; ce résultat est en accord avec 1’étude de Kusano
et al. [29] qui ont trouvé une association entre la diminu-
tion du taux de SAT et I’augmentation des dommages
vasculaires. De plus, 1’étude de Lodovici et al [30] a
montré que le SAT était plus diminué chez les patients

diabétiques ayant un mauvais controle glycémique.

La diminution du SAT trouvée dans notre étude, malgré
des activités antioxydantes enzymatiques élevées,
pourrait témoigner que cette défense enzymatique reste
insuffisante pour contrebalancer les effets délétéres des
especes réactives de I’oxygene (ERO).

Ces données nous ménent a promouvoir le role des
autres antioxydants enzymatiques tels que les thiore-
doxines peroxydases et les antioxydants non enzyma-
tiques tels que le glutathion, les flavonoides et
notamment les vitamines A, C et E [29-30].

Dans la littérature, les résultats concernant la variation
de la défense antioxydante chez le diabéte sont contro-
versés. Des travaux ont montré une augmentation des
activités erythrocytaires de la SOD, de la GPx, de la GR
et de la CAT [25-28], d’autres ont rapporté leur diminu-
tion [31] alors que d’autres encore n’ont pas trouvé de
variations [32-33]. Cette discordance pourrait &tre
expliquée par le fait que les enzymes antioxydantes
pourraient subir une glycation ou une dénaturation par
les ERO, aboutissant a leur inactivation. En outre, les
patients diabétiques sont traités par un ou plusieurs
antidiabétiques oraux (ADO) qui posséderaient
¢galement des effets antioxydants [34].

Conclusion

Nous pourrons confirmer a travers notre étude que le
mauvais controle glycémique observé chez les sujets
diabétiques est responsable des modifications métabo-
liques graves parmi les quelles la dyslipidémie et
I’exagération du processus de glycation ; ces deux
phénomeénes aboutissent au stress oxydant et a un
dysfonctionnement endothélial, et ainsi, prédispose les
patients a un risque accru de maladies cardiovasculaires.
De plus, I’élévation des activités des enzymes antioxy-
dantes, contrastée par un SAT diminu¢ chez nos patients,
serait en faveur d’une réponse compensatoire contre le
stress oxydant qui reste encore insuffisante. Une prise en
charge thérapeutique antioxydante précoce est donc
indispensable pour prévenir les effets néfastes des
espéces réactives de I’oxygene.
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