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Introduction

Introduction

Les reins sont responsables de I'excrétion des toxines urémiques dans l'urine et de la
régulation de plusieurs systemes corporels tels que le volume intra et extracellulaire,
I'équilibre acido-basique, le métabolisme phosphate-calcium ou I'érythropoiese. Le débit de
plasma filtré est d'environ 120 mL/min, dépend de I'hémodynamique systémique et rénale.
(Gueutin et al., 2011).

eme eme

Selon I’OMS; [l’insuffisance rénale est la 12  cause de moralité et la 17  cause de
morbidité. C’est un dysfonctionnement irréversible des reins, cela peut étre causé par une

diminution de nombres et une réduction de la fonction de néphrons (OMS, 2015).

L'insuffisance rénale chronique (IRC) est un terme qui comprend tous les degrés de
dysfonctionnement rénal, allant des lésions a haut risque a l'insuffisance rénale chronique

légere, modérée et grave (Vaidya et Aeddula, 2022).

Le stress oxydatif (OS) est un déséquilibre entre les molécules pro-oxydantes et la capacité
antioxydante cellulaire (Mena et al., 2009). Ce déséquilibre peut causer des dommages
cellulaires, notamment des dommages a I'ADN, l'agrégation des protéines et un
dysfonctionnement de la membrane (Tian et Zinczuk, 2017). Le stress oxydatif est courant
dans I'IRC et est un facteur de risque non conventionnel chez tous les patients cause la mort
(Locatelli et Hasselwander, 1998).

Le stress oxydant et I’inflammation sont deux facteurs clés dans le déclenchement de
différentes pathologies métaboliques. En effet, ’insuffisance rénale chronique est une
pathologie associé a un stress oxydant et une inflammation accrue, ainsi la correction de
différentes anomalies oxydatives freine le développement des complications graves liées a la

maladie et augmente 1’espérance de vie de la personne.

L'objectif de ce travail vise a déterminer les effets in vitro de la vitamine C et I’huile
essentielle de Thymus fontaneisii sur les altérations métaboliques au niveau des lymphocytes
des patients insuffisants rénaux avant la séance de dialyse afin de corriger ces anomalies et
diminuer le risque de complications pendant la séance de dialyse. La deuxiéme partie de
I’étude vise a évaluer le statut oxydant/antioxydant (MDA, SOD, O2-, Catalase, vitamine C)

chez des sujets insuffisants rénaux chroniques par comparaison avec des témoins sains.
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Chapitre I : Insuffisance rénale chronique

I.1 Insuffisance rénale chronique (IRC)
1.1.1 Définition

L’TRC est une succession d'anomalies structurelles et fonctionnelles d'au moins 3 mois
(K/DOQI, 2002) correspondant a un dysfonctionnement irréversible entrainant une perte

progressive du débit de filtration glomérulaire (DFG) (Jungers et al., 2011).

Les marqueurs de [I'insuffisance rénale peuvent étre des anomalies histologiques,
morphologiques, ou biologiques : protéinurie ( > 0.5 g), hématurie, albuminurie, leucocyturie.
(ANAES, 2002).

1.1.2 Classification de P’insuffisance rénale chronique

La classification couramment utilisée aujourd’hui distingue 05 stades de I’'IRC correspondant
a des situations caractérisees par la présence de signes biologiques de néphropathie et/ou par

une diminution de DFG.

Les deux premiers stades correspondent a la présence de symptdmes de néphropathie sans
altérations de la fonction rénale (stade 1) ou avec une réduction minimale du DFG (stade.2).
Les deux autres, sont définies par une diminution modérée (stade.3) ou séveére (stade 4) du
DFG uniquement, sans référence a la présence ou a 1’absence d’albumine. La derniére phase
(stade 5) correspond a I’insuffisance rénale terminale (IRT), cela nécessite un traitement de

remplacement par dialyse ou par transplantation de rein ( Tableau 01) (Levey et al., 2011).
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Tableau 01. Classification des stades de I’insuffisance rénale chronique (Levey et al., 2011).

Stade DFG ( ml/min/1.73 m?) Type de I'IRC
1 >90 maladie rénale chronique avec
DFG normal
2 60 - 89 maladie rénale chronique avec
Iégerement diminué
3 30-59 IRC modérée
4 15-29 IRC sévere
5 <15 IRC terminale

1.1.3 Conséquences de I’'IRC

1.1.3.1 Conséquences biologiques

- Acidose métabolique;

- Rétention azotée ( acide urique, urée et créatinine);

- Troubles
hypocalcémie);

- Hyperfibrinemie;

phosphocalcique

- Hyperhomocystéinémie;

- Dyslipidémie (Jungers et al., 2011).

1.1.3.2 Conséquences cliniques

- Hypertension artérielle;

- Artériosclérose;

- Osteodystrophie rénale;

hyperphosphorémie,

hyperparathyroidie secondaire,
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- Amylose a 32- microglobuline;

- Malnutrition, anémie;
- Troubles endocriniens (Jungers et al., 2011).

|.1.4 Facteurs de risques de I’insuffisance rénale chronique
1.1.4.1 Hypertension artérielle (HTA)

La relation entre HTA et IRC est peu compliquée ; d’une c6té, ’HTA est un facteur de risque
important d’une détérioration progressive et accélérée de I'IRC ou elle est responsable

d’environ 30% des cas de I’IRC (Weisstuch et Dworkin, 1992).

D’autre c6té, ’HTA est une conséquence fréquente d'IRC, plus que 75% des patients avec
IRC développent une HTA suite de I’évolution de la maladie (Taylor et Francis, 2005).

1.1.4.1.1 Mécanisme de PHTA

Une augmentation excessive de la pression artérielle apres la charge en sel, indiquant que
I’insuffisance rénale (IR) nécessite une tension artérielle plus élevée pour éliminer la méme
quantité que chez les individus sains. Le DFG est diminué, puis une vasoconstriction rénale
se produit et une activation probable au lieu d’une inhibition du systéme nerveux
sympathique, [’hypertension est transférée 1a ou elle induit aux artérioles et aux capillaires
glomérulaires des dommages a long terme sur 1’endothélium des capillaires et les membranes
basales glomérulaires, induisant des dép6ts hyalins avec une accélération de la
glomérulosclérose et de protéinurie ce qui cause une détérioration de la fonction rénale.
(Davidson et al., 2006).

1.1.4.2. Diabéte

Le diabete est devenu la premicre cause d’IR dans les pays développés. La néphropathie
diabétique (ND) se caractérise par un épaississement de la membrane basale glomérulaire et
une expansion mésangiale, généralement associée a un dépdt de matrice extracellulaire
(fibronectin, collagene de type.4), qui finit par un aspect classique de corps hyalins.
Cliniquement, il existe une protéinurie de type glomérulaire sélective, d’installation lente,
pouvant dans de rares cas prendre la forme d’un syndrome néphrotique. Selon la
classification clinique de I’IR associée au diabéte, proposé par Mogensen et Coll; le stade
initial correspond a 1’état d’hyperfiltration associ¢ a une hyperglycémie aigué. Le stade

suivant ( néphropathie latente), est caractérisé par une microglobulinurie qui est observé chez
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les patients atteints de diabete de type 1, les deux stades sont reversibles. Finalement
protéinurie, 1’apparition progressive d’HTA dont 1’évolution de la maladie sera également
importante, & ce stade commence la diminution de la filtration glomérulaire, ce qui conduit

presque inévitablement au stade final de I’IR pendant 10 a 15 ans. (Mogensen et al., 1983).

L’HTA est souvent pratiquée a une atteinte rénale, voire du diabéte lui-méme. Elle peut
entrainer des lésions glomérulaires hypertensive, qui sont associées a I’hyperglycémie.
L’interprétation de la microglobulinurie est également différente, car elle est considérée
comme une signe de lésions endothéliales généralisées et marqueur important de risque
cardiovasculaire. La dyslipidémie liée au diabéte de type 2 en combinaison avec des facteurs

de risque accélere le développement de 1’arthérosclérose rénale.(DCCT, 1995).
1.1.4.3 Tabagisme

C’est un facteur de risque qui augmente la progression de I’IR chez des patients atteints de
maladie rénale primaire (EI Housseini et al., 2009). Il a récemment été démontré que le
tabagisme altére I’hémodynamique rénale et I’excrétion de protéine en I’absence de maladie
rénale. L’effet du tabac sur ’hémodynamique intra-rénale est caractérisé par I’augmentation
du tonus sympathique, augmentation de la résistance vasculaire rénale (angiotensine 1l), et
effets toxiques tubulaires directs (Orth et Ritz, 2002).

La nicotine augmente la résistance vasculaires périphérique, provogque une augmentation de
la pression artérielle, ce qui peut provoquer HTA, et induit une diminution de DFG et de
débit plasmatique rénale (Orth et Hallan, 2008). Le tabagisme diminue la quantité d’urines
par stimulation hypophysaire de la sécrétion de I’hormone antidiurétique (ADH) (Orth,
2002).

1.2 Traitement de remplacement

Le transport des solutés et de I'eau & travers la membrane du dialyseur implique deux
mécanismes de base : la diffusion et l'ultrafiltration. L'hémodialyse effectue I'échange de
solutés et d'eau a travers une membrane semi-perméable entre le sang du patient et la solution
de dialyse (une composition voisine de celle d'un liquide extracellulaire normal) (Figure 01).
(Jungers et al., 2011). Lors de la dialyse intracorporelle, le malade et le systeme de dialyse
péritonéale forment une couche liquide de contact dont la membrane séparatrice est la séreuse
péritonéale (Figure 02) (Shiao et al., 2008).
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Figure 02. Dialyse péritonéale (Lioussifi et al., 2012).
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Chapitre 11 : Stress oxydant et antioxydant

I1.1 Stress oxydant
11.1.1 Définition

Le SO est un sujet de debat intense. En fait, ce concept est adopté par la communauté des
biologistes et des médecins. Il est Incriminé dans ’installation de la plupart des pathologies

humaines (Pincemail et al., 2002).

Le SO se definit comme une altération du statut oxydant/antioxydant de la cellule. C’est la
conséquence d'un desequilibre de la production des radicaux libres et les capacités de
défenses antioxydantes de la cellule, ce qui provoque des dommages irréversibles aux

biomolécules formant la cellule (Pincemail et al., 2002 ; Durackova et al., 2008).
11.1.2 Radicaux libres (RL)
11.1.2.1 Définition

Un RL est une espece chimique unique possedant un électron non apparié dans la couche
externe, ce qui lui rend instables et trés réactif aux molécules environnantes afin de capturer

des électrons nécessaires et se stabiliser.

Une réaction en chaine commence lorsqu'un RL attaque la molécule stable la plus proche,
volant un électron, et la molécule attaquée devient elle-méme un radical libre. Les radicaux
libres peuvent avoir plusieurs sources ; exogénes comme les radiations UV, les rayonnements
ionisants, les xénobiotiques, les pesticides ou certains médicaments ou par des processus
cellulaires normaux endogénes a titre d’exemple la respiration mitochondriale. Le RL peut
étre dérivé de I'oxygéne dans ce cas-la il est appelé especes réactives de I'oxygene (ERO) ou
d'autres atomes tels que l'azote et il est nommé espéces réactives de l'azote (ERA) [30]
(Osborne et Fletcher, 1995).

11.1.2.2 Différents types des radicaux libres
11.1.2.2.1 Radicaux libres primaires (radicalaires)

IIs sont obtenus a partir d'O; par des réactions de réduction comme l'anion superoxyde O;" et
le radical hydroxyle OH" ou a partir d'azote comme le monoxyde d'azote NO* (Gueye, 2007).
(Figure 04).
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11.1.2.2 Radicaux libres secondaires (non radicalaires)

Ces radicaux se forment lorsque des radicaux primaires réagissent avec certains composés
biochimiques dans les cellules comme le peroxyde d'’hydrogéne (H,O,) et le peroxynitrite
(ONOO). (Petropoulous, 2003).

11.1.2.3 Espéces réactives de ’oxygene

Ne sont pas des radicaux libres, ils possédent un fort pouvoir oxydant car ils peuvent générer
des radicaux libres, parmi eux, 1’oxygene singulet (10,), le peroxyde d'hydrogene (H.O5), le
peroxyde d'azote (ONOOH), ..etc (Petropoulous, 2003).
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Figure 03. Equilibre oxydants/ antioxydants
(https://www.thierrysouccar.com/sante/info/les-radicaux-libres-quest-ce-que-cest-546).
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Figure 04. Origine et repenses cellulaire aux ERO (Petropoulous, 2003).
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I1.1.3 Principales cibles biologiques des espéces réactives de I’oxygene (ERO)

11.1.3.1 Acide désoxyribonucléique (ADN)

L'ADN est l'unité essentielle portant 1’information génétique. C'est une molécule tres sensible
aux attaques des ERO, induisant la formation de nombreux dérivés par addition, oxydation ou
fragmentation. Le radical hydroxyle réagit avec des additions de base aux doubles liaisons de
I'ADN (Hininger et Favier, 2000 ; Gardes et al., 2003).

11.1.3.2 Protéines

La modification de la structure primaire, secondaire et tertiaire des protéines par les ERO est
a la base de la formation de dérivés de protéines carbonyles via de multiples mécanismes, y
compris la fragmentation et I'oxydation des acides aminés. Les protéines oxydées sont

inactives et vulnérables a l'action des protéases (Pincemail et al., 1999).

11.1.3.3 Lipides

La peroxydation lipidique est un phénomene général qui se produit dans les membranes
cellulaires et les lipoprotéines, ce qui conduit a des risques oxydatifs avec des conséquences
favorisant I’installation de diverses pathologies. Les cibles de I'oxydation des lipides sont les

acides gras polyinsaturés (Cillard et Cillard, 2006).

11.2 Défenses antioxydantes

11.2.1 Systémes de défenses antioxydantes

Il a été démontré que les antioxydants jouent un réle important dans la régulation de divers
processus physiologiques et pathologiques. Il contribue principalement a la protection des
cellules et des tissus contre les effets nocifs des ERO et autres RL. (Figure 05) (Barber et
Harris, 1994).

Un antioxydant est toute substance qui, a de faibles concentrations par rapport a un substrat
oxydable, retarde ou inhibe significativement I'oxydation de ce substrat. (Barber et Harris,
1994 ; Abuja et Albertini, 2001).

Les antioxydants peuvent agir en réduisant les ERO, en les capturant pour former des
composés stables, en séquestrant le fer libre ou en produisant du glutathion. (Barber et
Harris, 1994 ; Favier, 2003 ; Dan, 2008).

10
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11.2.2 Systemes de défense enzymatiques
11.2.2.1 Superoxyde dismutases (SOD)

C'est I'une des premiéres lignes de défense contre le stress oxydatif, une métalloprotéine qui
élimine de maniére fiable I'anion superoxyde O® par dismutation et le convertit en peroxyde
d'hydrogene et en oxygene. Trois isoenzymes ont été rapportées chez I'hnomme : Cu/Zn-SOD1
cytosolique, Mn-SOD2 mitochondriale et Cu/Zn-SOD3, elles différent par leur structure et
leurs positions cellulaires. La SOD3 est sécretéee par les cellules musculaires lisses et
représente le principal systéme antioxydant de la paroi artérielle. Son expression et sa
sécrétion sont augmentées par des facteurs vasoactifs (histamine, endothéline 1, angiotensine

I1) et diminuées par I'hnomocystéine. (Barber et Harris, 1994 ; Haleng et al., 2007).
11.2.2.2 Glutathion peroxydases (GPxs)

La GPx est une sélénoprotéine (cing isoformes) qui réduit les peroxydes au détriment de son
substrat spécifique, le glutathion réduit (GSH). Sa tache principale est I'élimination des
peroxydes lipidiques résultant de I'action du stress oxydatif sur les acides gras polyinsaturés.
GPx est un bon reflet de cet épuisement, car il s'effondre en cas d'épuisement sévere du
sélénium. Cependant, avec un apport suffisant en sélénium, les niveaux de GPx plafonnent.
Par conséquent, le test GPx ne peut pas étre utilisé comme marqueur de la toxicité du
sélénium. Cependant, comme il est synthétisé dans le rein et le foie, d'autres facteurs tels que
I'insuffisance rénale et la lyse des hépatocytes peuvent modifier sa concentration. (Barber et
Harris, 1994 ; Haleng et al., 2007).

11.2.2.3 Catalase

Le role de la catalase, enzyme confinée dans le cytosol et les peroxysomes, est de transformer
le peroxyde d'hydrogene en eau et en oxygene et d'empécher la formation de radicaux libres.
La plupart des cellules aérobies contiennent cette enzyme. On le trouve en fortes
concentrations dans le foie et les globules rouges. (Barber et Harris, 1994 ; Adjélé et
Salamatian, 2003).

11.2.3 Systemes de défenses non enzymatiques
11.2.3.1 Glutathion réduit (GSH)
Toute une gamme d'enzymes antioxydantes, telles que la glutathion peroxydase, la glutathion

réductase, la thiorédoxine et la peroxirédoxine, sont au centre de leur activité. De plus, aprés

11
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réaction avec les radicaux libres, d'autres antioxydants tels que les vitamines C et E et
I'ubiquinone sont libérés. Enfin, le GSH posséde ses propres propriétés antioxydantes. Apres
réaction avec I'OAE, il devient du glutathion oxydé (GSSG). Une faible valeur du rapport
GSH/GSSG est considérée comme un excellent marqueur de la présence de stress oxydatif.
(Barber et Harris, 1994 ; Pincemail et al., 2009).

11.2.3.2 Vitamine C

C’est un puissant antioxydant et aide a stopper la réaction en chaine des radicaux libres. On le
trouve dans la plupart des fruits et légumes frais. (Barber et Harris, 1994 ; Boudion, 2010;
Goussard, 1999).

11.2.3.3 Vitamine E

La vitamine E est l'antioxydant le plus important de I'environnement lipidique (huiles,
biomembranes, lipoprotéines) dans les problémes de stress oxydatif, car elle est impliquée
dans l'inactivation des formes réactives de I'oxygene. La chimie de la vitamine E est

relativement complexe.

Le terme vitamine E correspond a deux grands groupes moléculaires, les tocophérols et les
tocotriénols, contenant chacun 32 stéréoisoméres. La biosynthése de la vitamine E se produit
dans les plantes, les algues et les champignons, mais pas chez les animaux. (Barber et
Harris, 1994 ; Claude, 2000 ; Cuvelier et al., 2003).

11.2.3.4 Caroténoides

Avec la chlorophylle et les anthocyanes, les caroténoides sont les pigments les plus courants
dans la nature. lls font partie des micronutriments impliqués dans la défense de I'organisme
contre les espéces réactives de I'oxygéne. Ce sont principalement des piégeurs d'oxygéne
singulet, mais ils peuvent également neutraliser les radicaux libres. (Barber et Harris, 1994 ;

Rock, 2003).
11.2.3.5 Acide urique

Le peroxynitrite est impliqué dans de nombreuses maladies humaines. Par conséquent, il
existe un intérét considérable pour les piegeurs potentiels de peroxynitrite. L'acide urique a
été prétendu étre un puissant piégeur de peroxynitrite et inhibiteur de la nitration de la

tyrosine induite par le peroxynitrite.

12
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La réaction rapide de l'acide urique avec les espéces oxydantes et les radicaux peroxyle
indique que l'acide urique peut étre un antioxydant physiologique soluble dans I'eau. C'est la
méme réaction avec les radicaux guanyle indiquant que l'acide urique fonctionne également

comme antioxydant pour les bases de I’ADN. (Simic et al., 1989 ; Barber et Harris, 1994 ;
Witheman et al., 2002).

11.3 Oligoélements

11.3.1 Sélénium

Le selénium est fondamental pour la santé humaine. C'est un oligoélément essentiel et le
centre actif de nombreuses sélénoprotéines, principalement impliquées dans le systeme de
défense antioxydant, le métabolisme thyroidien et la fonction immunitaire. (Barber et
Harris, 1994 ; Ducros et Favier, 2004).

11.3.2 Cuivre et Zinc

A des concentrations physiologiques, le cuivre et le zinc agissent comme antioxydants en
étant deux cofacteurs responsables de l'activité favorable de la SOD. A forte concentration
(>1,55 mg/l), le cuivre est un pro-oxydant tres puissant, favorisant la formation d'EOA
(reéaction de Fenton) similaire au fer. Un autre cofacteur de la SOD, le zinc, est impliqué dans
la synthese de la métallothionéine antioxydante. Il joue également un réle important dans le
maintien d'une bonne immunité. De plus, il peut inhiber la production de (EOA) par le cuivre.
L'étude du rapport de concentration du cuivre et du zinc (Cu/zZn) est d'un grand intérét.

Dans des conditions physiologiques, la valeur du rapport est proche de 1. Un déplacement
vers le haut doit étre interprété comme un signe de la présence d'un stress oxydatif (Barber
et Harris, 1994 ; Pincemail et al., 2009).

13



Chapitre 11 : Stress oxydant et antioxydant

Systemes \
antioxydants
s s

Systemes
antioxydants non

%

Figure 05. Pyramide des systémes de défenses antioxydants (Barber et Harris, 1994).
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11.4 Stress oxydant dans I’insuffisance rénale chronique
11.4.1 Role de dialyse

Le stress oxydatif contribue a la morbidité chez les patients hémodialysés. Au cours de
I’insuffisance rénale le stress oxydant peut étre le résultat des conditions urémiques, des
membranes de dialyseur et la contamination bactérienne dans le dialysat.

Par ailleurs, les études ont démontré que l'urémie est la la cause principale du stress oxydatif

chez les patients hémodialysés (Ward et al., 2003).
11.4.2 Role de I’'inflammation

Les données de la littérature montrent que les marqueurs de I’inflammation comme la
protéine C-réactive sont trés élevés chez les patients traités avec des techniques de dialyse par
rapport a la population générale. L'inflammation chronique chez les patients dialysés est la
conséquence des mécanismes secondaires de l'insuffisance rénale elle-méme ou de son
traitement (Comb et al., 2003).

11.4.3 Réle de ’urémie

L'urémie induit une production accrue des espéces oxygénées réactives. Les neutrophiles
polymorphonucléaires (PMN) des sujets IRC se trouvent dans un état constant de pré-
activation pour la production d'O, . D’autre part, le plasma des patients urémiques peut
aider & stimuler le statut pro-oxydant de cette population. L’urémie aussi provoque la
libération de H,0O, au cours du métabolisme. Cela altere la fonction endothéliale en modifiant
la biodisponibilité du NO qui est un vasodilatateur endothéliale naturel et altére les LDL

circulantes (Morena et al., 2002).
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I. Population étudiée

I.1 Recrutement des cas et des témoins

Il s’agit d’une étude de type cas-témoins portée sur deux groupes de personnes ; groupe
atteint de I’IRC, au niveau du centre d’hémodialyse Salah Belkhoudja de la wilaya de Tiaret,

et un autre groupe volontaire sain considéré comme témoins.
Pour chaque personne choisie, 1’age, le poids, la taille et 'IMC sont notés.

Les manipulations sont réalisées au niveau du laboratoire de Biochimie et Microbiologie au

sein du Département de Biologie, Faculté SNV, Université Ibn Khaldoun, Tiaret.

Toutes les personnes participant a 1’é¢tude donnent leur accord de participation apres

explication détaillée du but de I’étude.

Il Prélevements sanguins et préparation des échantillons

I1.1 Prélevements sanguins

Les préléevements sanguins sont accomplis avant la séance de dialyse, par préléevement du
sang de veine du pli coude sur des tubes EDTA et héparinés. Ces derniers sont centrifugés
3000 tr/min pendant 10 min afin de récupérer le plasma. Le culot restant est lavé avec ’eau
physiologique 3 fois de suite, puis lysées par addition d’eau distillée froide glacée puis incubé
pendant 15 min au réfrigérateur (4 C°), aprés les débris cellulaires sont éliminés par
centrifugation & 4000 tr/min pendant 15 min.

Finalement, le lysat érythrocytaire est récupéré afin de doser les parametres érythrocytaires
du statut oxydant/antioxydant, ensuite, on les conserve a température -20C° au sein du

laboratoire de biochimie.

11 Analyses biochimiques

I11.1 Dosage du glucose

Le glucose plasmatique est dosé par le bais d’une méthode enzymatique colorimétrique (Kits
Spinreact, Ctra. Santa Coloma, Espagne). Le glucose est oxydé en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogéne grace a une enzyme qui est la glucose-oxydase. Le peroxyde
d’hydrogeéne en présence de la peroxydase et du phénol, oxyde un chromogeéne (4-
aminoantipyrine) incolore en formant un colorant rouge a structure quinonéimine.
L’absorption du produit généré est mesurée a 505 nm et I’intensité de la coloration est

proportionnelle a la concentration du glucose.
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111.2 Bilan rénal

I11.2.1 Dosage de I’urée

L'urée plasmatique est quantifiée par une méthode colorimétrique basée sur I’utilisation du
diacetylmonooxine et des ions Fe* (Kits Spinreact, Ctra. Santa Coloma, Espagne). L urée
réagit avec le diacetylmonooxine en présence d'ions Fe*® et d’un réducteur, pour donner un
complexe coloré en rose. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a la quantité

d'urée présente dans 1’échantillon. La lecture se fait a une longueur d'onde de 525 nm.

111.2.2 Dosage de la créatinine
En milieu alcalin, la créatinine forme avec le picrate un complexe coloré en jaune orange. La
vitesse de développement de la coloration est mesurée a une longueur d’onde égale a 500 nm

(Kits Spinreact, Ctra. Santa Coloma, Espagne).

I11.2.3 Dosage de I’acide urique

L’acide urique est oxydé par I’uricase en allantoine et peroxyde d’hydrogéne (2H20,) lequel,
en présence de peroxydase (POD), 4-aminophénazone (4-AF) et 2-4
DichlorophénolSulfonate (DCPS), forme un composé rosacé. L’intensité de quinone-imine
rouge formée est proportionnelle a la concentration d’acide urique présent dans I’échantillon
testé. La lecture se fait a une longueur d'onde de 520 nm (Kits Spinreact, Ctra. Santa

Coloma, Espagne).

111.3 Bilan lipidique

111.3.1 Dosage du cholestérol total

Le dosage du cholestérol total plasmatique est réalisé par une méthode enzymatique (Kits
SPINREACT, Ctra. Santa Coloma, Espagne) sur le plasma. La réaction consiste a libérer
le cholestérol de la liaison ester par la cholestérol-estérase, et d’oxyder le cholestérol libre
non estérifié par la cholestérol-oxydase.

L’indicateur est une quinonéimine formée a partir de peroxyde d’hydrogene, de la 4-
aminophénazone, sous I’action catalytique de la peroxydase. La concentration en
quinonéimine colorée est mesurée a 505 nm, elle est proportionnelle a la concentration en

cholestérol total.
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111.3.2 Dosage des triglycérides

Les triglycérides plasmatiques sont dosés par une méethode enzymatique (Kits Spinreact,
Ctra. Santa Coloma, Espagne), sur le plasma. Les triglycérides sont dosés aprés hydrolyse
enzymatique par des lipases en glycérol et acides gras libres. L’indicateur est une
quinonéimine formée a partir de peroxyde d’hydrogéne, de la 4-aminoantipyrine et du 4-
chlorophénol sous I’action catalytique de la peroxydase. Le taux des triglycérides est
déterminé a une longueur d’ondes de 505 nm. La concentration en quinonéimine est

proportionnelle & la concentration totale en triglycerides.

111.3.3 Dosages des lipoprotéines de haute densité (HDL) et de basse densité (LDL)

Le dosage des lipoprotéines de haute densité (HDL) plasmatiques est réalisé par méthode
enzymatique aprés précipitation des lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) et de basse
densité (LDL) selon le protocole donné par le Kit SPINREACT Ctra. Santa Coloma,
Espagne). Les lipoprotéines VLDL et LDL plasmatiques sont précipitées par le réactif
phosphotungstate en présence d'ions de magnésium. Aprés centrifugation, le surnageant
contient les lipoprotéines HDL. Le taux de HDL cholestérol est déterminé & une longueur

d’ondes de 505 nm. Le taux de LDL cholestérol est calculé selon la relation suivante :

LDL = Cholestérol total -HDL — (TG/5).

IV Marqueurs de statut oxydant /antioxydant

V.1 Statut oxydant

IV.1.1 Dosage de I’anion superoxyde (Auclair et voisin, 1985)

Le dosage de I’anion superoxyde plasmatiques et érythrocytaires est basé sur la réduction de
nitrobluetetrazolium (NBT) en monoformazon en présence des radicaux Superoxydes. La

couleur jaune obtenue est mesurée a 550 nm.

IV.1.2 Dosage de malondialdéhyde (Draper et Hadley, 1990)

Le malondialdéhyde (MDA) plasmatique et érythrocytaire est mesuré selon une Méthode
biochimique. Il représente le marqueur le plus utilisé en peroxydation, notamment par la
simplicité et la sensibilité de la méthode de dosage. Aprés traitement par 1’acide a chaud, les
aldéhydes réagissent avec 1’acide thiobarbiturique (TBA) pour former un produit de
condensation chromogénique consistant en 2 molécules de TBA et une molécule de MDA.

L’absorption intense de ce chromogene se fait a une longueur d’onde de 532 nm. La

18



Matériel et méthodes

Concentration du MDA est calculée en utilisant le coefficient d’extinction du complexe

MDA-TBA;
€=1,56.105 M-1. Cm-1a 532 MDA-TB

V.2 Marqueurs du statut antioxydant

IVV.2.1 Dosage de la vitamine C (Jacota et Dani, 1982)

La vitamine C plasmatique est dosée en utilisant le réactif de Folin et une gamme étalon
D’acide Ascorbique. Apreés Précipitation Des Protéines Plasmatiques Par L’acide
Trichloroacétique (TCA) et centrifugation, le surnageant est incubé en présence du réactif de
Coloration Folin ciocalteau dilué. La vitamine C présente dans le plasma réduit le réactif de
Folin donnant une coloration jaune. L’intensité de la coloration obtenue est proportionnelle a
La concentration en vitamine C a une longueur d’onde de 769 nm présente dans 1’échantillon.
La concentration est déterminée a partir du courbe étalon obtenu grace a une solution d’acide

Ascorbique.

IV.2.2 Détermination de IPactivité enzymatique de la catalase (EC: 1.11.1.6)
(Clairborne, 1985)

L’activité de la catalase érythrocytaire est déterminée en suivant la méthode de Clairborne,
1985. Cette technique se base sur la disparition de 1’'H,O; a 25°c par la présence de la source
enzymatique catalase. La réaction est contrdlée par une lecture continue du changement

d’absorbance a 240 nm toutes les minutes pendant cing minutes (lecture Toet Ts).

Calcule : K =(2,303/T) x log Ao/ As
K : Consentration de vitesse de la reaction
T : Le temps d’intervalle (5 min)
A : Absorbance a Ty
As : Absorbance a Ts
Activité catalase (Ul/mg) = K/n

n : mg de protéines en mg présentent dans le volume de I’échantillon utilise.

Ul/mg de protéines : pmol d’H,0, consommé/min/ml de protéines
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IVV.2.3 Dosage du superoxyde dismutase (SOD)

Le dosage de la superoxyde Dismutase (SOD) plasmatique et érythrocytaire est réalisé par la
méthode colorimétrique utilisant le réactif de Phénol (Marklund, 1985). Cette technique
repose sur la capacité de I’inhibition de 1’auto- oxydation du phénol par la SOD. La lecture se
fait a 270 nm toutes les minutes pendant 5 minutes ( DOO a DO5). La concentration en SOD
érythrocytaires et plasmatiques est exprimée en (mM/min/ml) et calculer par la méthode

suivante :

Activité SOD = (50 x Y /5)x 10 ....... (mM/min/ml)

V Culture lymphocytaire
V.1 Isolement et incubation des cellules lymphocytaires

L’isolement des cellules lymphocytaires a été fait a partir d’un prélévement sanguin sur tube
EDTA a partir des personnes témoins et des personnes atteintes d’IRC par centrifugation

dans un gradient de saccharose a 2000 tours pendant 45 min.

La migration différentielle durant la centrifugation résulte en la formation de différentes
couches contenant les différents types de cellules sanguines. Ainsi, les globules rouges et les
granulocytes sédimentent complétement et se retrouvent dans le culot. Les lymphocytes se
trouvent au-dessus de la couche de saccharose. Les lymphocytes sont récupérés et mis en
suspension dans le milieu culture RPMI- 1640 supplémenté en glucose, sérum humain et

quelques gouttes d’antibiotique.
V.2 Préparation de la suspension cellulaire

Afin de tester la viabilité des cellules isolées, 20 pl de suspension cellulaire sont prélevés
dans un tube sec et complétés a 1 ml du RPMI-1640, une goutte de Giemsa est ajoutée pour
visualiser les cellules lymphocytaires vivantes, la numération cellulaire est effectuée sur la
chambre quadrillée de la cellule de Malassez couverte d’une lame. Par la suite, la suspension
cellulaire est ajustée a une concentration précise et ainsi préparée pour effectuer les

différentes incubations.
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Les incubations sont réalisées de la fagon suivante :

Dans chaque puit, 100 pl de suspension cellulaire sont déposés. Par la suite, les différentes
molécules bioactives sont ajoutées sous un volume de 20pl. Les puits sont complétées a 200
pl (volume final) avec du RPMI-1640.

Les cultures sont réalisées sur des microplaques de 72 puits et les essais sont réalises en

triples.

Afin de déterminer les effets de différentes substances sur la fonction lymphocytaire in vitro,
la vitamine C, I’huile essentielle de Thymus fontaneisii de la wilaya de Tissemsilt, seuls ou en
combinaison et sont ajoutés et a différentes concentrations dans les puits contenants les
cellules lymphocytaires. Les plagues sont ensuite mises a incuber pendant 24h a 37 °C, 5 %

de CO, dans un incubateur.
La composition des puits est la suivante :

Puit 01 : 100 pl de suspension cellulaire + 100 pl de milieu basal RPMI-1640
Puit 02 : 100 pl de suspension cellulaire + 80 pul milieu basal RPMI-1640+ 20 ul d’insuline

Puit 03 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pl milieu basal RPMI-1640 + 20 ul d’insuline
+ 20 pl vitamine C & 50 pmol/I

Puit 04 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 Milieu basal RPMI-1640 + 20 ul d’insuline +
20 pl vitamine C a 75 pmol/I

Puit 05 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 milieu basal RPMI-164020 pl d’insuline + 20
pl vitamine C a 100 pumol/I

Puit 06 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pl milieu basal RPMI-1640 + 20 pl d’insuline
+ 20 pl d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 25 pl/ml

Puit 07 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pl milieu basal RPMI-1640 +20 ul d’insuline +
20 pl d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 12,5 pl/ml

Puit 08 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pl milieu basal RPMI-1640+20 ul d’insuline +
20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 6,25 ul/ml

Puit 09 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pul milieu basal RPMI-1640+ 20 pul d’insuline
20 pl d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 3,125 pl/ml
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Puit 10 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pl milieu basal RPMI-1640-+20 ul d’insuline +
20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 1,56 pl/ml

Puit 11 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pl milieu basal RPMI-1640+20 ul d’insuline +
20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 0,78 pl/ml

Puit 12 : 100 pl de suspension cellulaire + 60 pl milieu basal RPMI-1640+20 pul d’insuline +
20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 0,39 ul/ml

Puit 13 : 100 pl de suspension cellulaire + 40 pl milieu basal RPMI-1640+20 pl d’insuline +
20 pl vitamine C a 75 pmol/l + 20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 25 pl/mi

Puit 14 : 100 pl de suspension cellulaire + 40 pl milieu basal RPMI-1640+20 ul d’insuline +
20 pl vitamine C a 75 umol/l + 20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 12,5 pul/ml

Puit 15 : 100 pl de suspension cellulaire + 40 pl milieu basal RPMI-1640+20 ul d’insuline +
20 pl vitamine C a 75 umol/l + 20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 6,25 pl/ml

Puit 16 : 100 pl de suspension cellulaire + 40 pl milieu basal RPMI-1640+20 pul d’insuline +
20 pl vitamine C a 75 pmol/l + 20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii a 3,125 pl/ml

Puit 17 : 100 pl de suspension cellulaire + 40 pul milieu basal RPMI-1640+20 ul d’insuline
+20 pl d’insuline + 20 pl vitamine C a 75 umol/l + 20 pl d’huile essentielle de Thymus

fontanesii a 1,56 pl/ml

Puit 18 : pl de suspension cellulaire + 40 pl milieu basal RPMI-1640+20 ul d’insuline +20
ul d’insuline + 20 ul vitamine C a 75 umol/l + 20 ul d’huile essentielle de Thymus fontanesii
a0,78 pl/ml

Puit 19 : 100 pl de suspension cellulaire + 40 pl milieu basal RPMI-1640+20 ul d’insuline
+20 pl d’insuline + 20 pl vitamine C a 75 pmol/l + 20 ul d’huile essentielle de Thymus
fontanesii a 0,39 pl/ml

Apres les différentes incubations, la détermination de la prolifération lymphocytaire a été

faite par comptage des cellules sur lame en utilisant 1’€osine.

Le reste des cellules lymphocytaires est lysé avec le tampon de lyse (NAOH). Apres
incubation pendant 10 min et centrifugation a 6000 tours pendant 5 min, le surnageant (lysat

lymphocytaire) est récupéré et dilué dans le tampon PBS (0,01 m, pH = 7,2), le lysat
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lymphocytaire servira au dosage des parametres du statut oxydant/antioxydant intracellulaire
(MDA, SOD).
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Résultats et Interprétations

I Caractéristiques de la population étudiée

Les caractéristiques de la population étudiée, 1’age, la taille, le poids, le sexe et 'IMC ne

présentent aucune variation significative chez les deux populations (Tableau 02).
Il Parametres biochimiques chez les deux groupes

Les résultats montrent des perturbations métaboliques des parametres biochimiques
représentées par une augmentation des teneurs en créatinine, urée, acide urique, cholestérol
total, triglycérides chez les patients comparés aux témoins (Tableau 03). En revanche, les
niveaux de HDL augmentent significativement chez les personnes malades par rapport aux

témoins (Tableau 03).

III Statut oxydant /antioxydante chez la population témoins et atteintes d’insuffisance

rénale chronique
I11.1 Marqueurs du statut antioxydant chez les personnes malades et saines

Les teneurs plasmatiques en vitamine C ne montrent aucune modification significative entre

les personnes malades et les personnes saines (Figure 06).

L’activité de la catalase diminue significativement chez les personnes malades comparées
aux témoins (Figure 07). Tandis que, les activités de la superoxyde dismutase plasmatique et

érythrocytaires sont similaires chez les deux groupes (Figure 08).
111.2 Marqueurs du statut oxydant chez les personnes malades et saines

Nos résultats indiquent que les teneurs plasmatiques et érythrocytaires en MDA sont
similaires entre les deux groupes (Figure 09). Les taux érythrocytaire de 1’anion superoxyde
augmentent significativement chez les malades par rapport aux témoins. Tandis que les taux

plasmatiques de I’anion superoxyde sont identiques entre les deux groupes (Figure 10).
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Tableau 02. Caractéristiques de la population étudiée

Caractéristiques Personnes saines Personnes malades
Nombre 20 20
Age (ans) 37+1 52 + 1**
Taill
aille (m) 1,69 + 0,006 1,67 + 0,005
Sexe (Femmes/hommes) 8/12 8/12
Poids (kg) 67,10 £ 0,92 66,70 £ 0,79
IMC (Kg/m2) 23,34 +£0,25 23,84 £ 0,25

Chaque valeur correspond a la moyenne + Ecart type.

La comparaison de moyennes est faite par la loi de Student, aprés analyse de la variance.

Personnes malades comparées aux personnes saines.

IMC : incidence du masse corporelle, IMC = Poids (Kg)/[ Taille (m) ]2
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Tableau 03. Paramétres biochimiques chez les deux groupes

Parametres Personnes saines Personnes malades Valeurs de
référence
Créatinine (mg/l) 7,99 £ 0,20 23,16 + 0,98*** 5-14
Urée (g/) 0,23 + 0,01 2,12 + 0,25%* 0,10-0,55
Acide urique (mg/l) 31,01 +1,79 77,36 + 1,10*** 20-70
Glycémie (g/l) 0,74 +0,01 1,15 +0,07* 0,70-1,10
Cholestérol total (g/l) 1,33+ 0,04 4,01 £ 0,34* 1,5-2,5
Triglycérides (g/l) 0,58 + 0,02 4,64 + 0,44** 0,40-1,60
HDL (g/l) 0,46 + 0,03 1,30 £ 0,16* > 0,30
LDL (mg/l) 0,75 + 0,03 2,25+ 0,33 <1,30

Chaque valeur correspond & la moyenne + Ecart type.

La comparaison de moyennes est faite par la loi de Student, aprés analyse de la variance.

Personnes malades comparées aux personnes saines : * P < 0,05 ; **P< 0,01 ; ***P< 0,001.
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Figure 06. Teneurs plasmatiques en vitamine C chez les personnes malades et saines

Chaque valeur correspond & la moyenne + Ecart type.

La comparaison de moyennes est faite par la loi de Student, aprés analyse de la variance.

Personnes malades comparées aux personnes saines.
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Figure07. Activité de la catalase érythrocytaire chez les personnes malades et saines

Chaque valeur correspond & la moyenne + Ecart type.

La comparaison de moyennes est faite par la loi de Student, aprés analyse de la variance.

Personnes malades comparées aux personnes saines. * P < 0,05.
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Figure08. Activité de la superoxyde dismutase érythrocytaire et plasmatique chez les

personnes malades et saines
Chaque valeur correspond & la moyenne + Ecart type.
La comparaison de moyennes est faite par la loi de Student, aprés analyse de la variance.

Personnes malades comparées aux personnes saines.
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Figure 09. Teneurs plasmatiques et érythrocytaires en MDA chez les personnes malades et

saines.
Chaque valeur correspond & la moyenne + Ecart type.
La comparaison de moyennes est faite par la loi de Student, aprés analyse de la variance.

Personnes malades comparées aux personnes saines.
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Figure 10. Teneurs plasmatiques et érythrocytaires en anion superoxyde chez les personnes

malades et saines.
Chaque valeur correspond & la moyenne + Ecart type.
La comparaison de moyennes est faite par la loi de Student, aprés analyse de la variance.

Personnes malades comparées aux personnes saines : * P < 0,05.
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Tableau 04. Effets des différentes molécules (vitamine C, huile essentielles) a différentes

concentrations sur la prolifération des lymphocytes in vitro chez les patients insuffisants

rénaux et les personnes saines.

Incubations Patients insuffisants personnes saines
rénaux (témoins)
Milieu basal 1180 + 57 1425 + 22
Insuline 3623 + 115 1763 +4
Vitamine C (50pmol/l) 1614 £ 10 1678 £ 8
Vitamine C (75 pumol/l) 3853+ 77 3490 + 10°
Vitamine C (100 umol/Il) 1748 £5 1852 + 10
Thymus fontaneisii (0,39 pl/ml) 640 £ 141 480+ 14
Thymus fontaneisii (0,78 pl/ml) 1110+ 99 1020+ 7
Thymus fontaneisii (1,56 pl/ml) 1080 + 170 1300 + 14
Thymus fontaneisii (3,125 pl/ml) 1430 £ 42 1780 =7
Thymus fontaneisii (6,25 pl/ml) 12590 + 4257° 1885 + 7
Thymus fontaneisii (12,50 pl/ml) 1870 £ 42 1300 £ 21
Thymus fontaneisii (25 pl/ml) 2680 + 141 1110+ 71
Thymus fontaneisii (0,39 pl/ml) + 1150+ 71 800 + 21
Vitamine C 75 pmol/I
Thymus fontaneisii (0,78 pul/ml) + 1400 £ 57 1120 + 14
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Vitamine C (75 pumol/l)
Thymus fontaneisii (1,56 pl/ml) + 1270 + 42 1520 + 14
Vitamine C (75 pumol/l)
Thymus fontaneisii (3,125 pl/ml) + 1430 £ 42 1835+ 11
Vitamine C (75 pumol/l)
Thymus fontaneisii (6,25 pl/ml) + 2734 + 218 b
2200 £ 71
Vitamine C (75 pumol/l)
Thymus fontaneisii (12,50 pl/ml) + 1750 £ 42 1850 £ 7
Vitamine C (75 pumol/l)
Thymus fontaneisii (25 pl/ml) + 1400 + 1740 + 28
Vitamine C (75 pumol/l)
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Tableau 05. Effets des différentes molécules (vitamine C, huile essentielles) a différentes
concentrations sur les teneurs en MDA (umol/l) in vitro chez les patients insuffisants rénaux

et les personnes saines.

Incubations Patients insuffisants personnes saines
rénaux (témoins)

Milieu basal 1,23 £ 0,65 0,53 + 0,023

Insuline 0,58 £ 0,25 0,25 +0,014

Vitamine C (50pumol/l) 0,71 £0,40 2,03 £ 2,680

Vitamine C (75 pmol/l) 0,79 +0,48 3,03 + 2,249

Vitamine C (100 pmol/l) 0,63 +0,30 0,94 £ 0,013

Thymus fontaneisii (0,39 pul/ml) 0,77 +0,36 0,22 £ 0, 006

Thymus fontaneisii (0,78 pl/ml) 0,52 £ 0,52 0,19 £ 0,015

Thymus fontaneisii (1,56 pl/ml) 0,74 £0,34 0,20 £ 0,001

Thymus fontaneisii (3,125 pl/ml) 0,83+£0,15 0,25 £ 0,005

Thymus fontaneisii (6,25 pl/ml) 0,75+ 0,47 0,10 + 0,009

Thymus fontaneisii (12,50 pl/ml) 0,86 £ 0,50 0,29 £ 0,017

Thymus fontaneisii (25 pl/ml) 0,70+ 0,49 0,39 £ 0,020

Thymus fontaneisii (0,39 ul/ml) + 1,57+£0,73 0,12 + 0,0004
Vitamine C (75 pumol/l)

Thymus fontaneisii (0,78 pl/ml) + 1,53+ 0,52 0,03 £ 0,001
Vitamine C (75 pumol/l)

Thymus fontaneisii (1,56 pl/ml) + 1,47 £0,79 0,22 + 0,006
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Vitamine C (75 pumol/l)

Thymus fontaneisii (3,125 pl/ml) +
Vitamine C (75 pumol/l)

0,69 +0,51

0,36 + 0,001

Thymus fontaneisii (6,25 pl/ml) +
Vitamine C (75 pumol/l)

0,77 £0,29

0,10 + 0,003

Thymus fontaneisii (12,50 pl/ml) +
Vitamine C (75 pumol/l)

0,90 +0,48

0,06 + 0,006

Thymus fontaneisii (25 ul/ml) +
Vitamine C (75 pumol/l)

1,41 + 0,85

0,18 + 0,012
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Tableau 06. Effets des différentes molécules (vitamine C, huile essentielles) a différentes
concentrations sur 1’activit¢é de SOD (mM/min/ml) in vitro chez les patients insuffisants

rénaux et les personnes saines.

Incubations Patients insuffisants personnes saines
rénaux (témoins)

Milieu basal 40,81 £ 14,79 4511+ 0,12

Insuline 36,29 £ 22,77 52,26 + 0,06

Vitamine C (50umol/l) 53, 74 + 26,37 51,60 + 3,74

Vitamine C (75 pmol/l) 51,85+ 11,83 51,61+ 2,40

Vitamine C (100 pmol/l) 48,02 + 23,73 55,15 + 0,40

Thymus fontaneisii (0,39 pl/ml) 50,46 = 0,03 50,90 =+ 0,15

Thymus fontaneisii (0,78 pl/ml) 57,84 £ 10,13 51,01+ 0,71

Thymus fontaneisii (1,56 pl/ml) 62,08 + 35,95 50,52 £ 0,73

Thymus fontaneisii (3,125 pl/ml) 60,28 + 6,97 48,47 + 0,66

Thymus fontaneisii (6,25 pl/ml) 52,51 +12,42 56,17 + 0,61

Thymus fontaneisii (12,50 pl/ml) 46,26 + 7,33 48,76 + 0,43

Thymus fontaneisii (25 pl/ml) 45,33 + 3,39 50,61+ 0,71

Thymus fontaneisii (0,39 pl/ml) + 35,61 + 18,93 45,94 + 0,08
Vitamine C (75 pmol/l)

Thymus fontaneisii (0,78 pl/ml) + 37,76 £ 9,20 51,30 £ 0,42
Vitamine C (75 pumol/l)
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Thymus fontaneisii (1,56 pl/ml) + 32,16 + 20,24 46,99 + 0,01
Vitamine C (75 pumol/l)

Thymus fontaneisii (3,125 pl/ml) + 37,31+17,41 52,99 + 0,01
Vitamine C (75 pumol/l)

Thymus fontaneisii (6,25 pl/ml) + 50,86 + 0,31 50,55 + 0,78
Vitamine C (75 pumol/l)

Thymus fontaneisii (12,50 pl/ml) + 53,61 £ 9,04 48,02 + 0,03
Vitamine C (75 pumol/l)

Thymus fontaneisii (25 pl/ml) + 36,50 + 15,00 4591 +0,13
Vitamine C (75 pumol/l)

IV Résultats de I’étude in vitro

En ce qui concerne la prolifération des cellules, la concentration en vitamine C qui
I’augmente est celle de 75 umol/l chez les malades et chez les témoins respectivement.
Tandis que, les concentrations en huile essentielle (HE) de Thymus fontaneisii qui
augmentent la prolifération des cellules chez les cas et témoins est celle de 6,25 pl/ml. La
méme concentration en HE induit une bonne prolifération en combinaison avec la vitamine
C a 75 umol/l (Tableau 04).

D’autre part, la concentration en vitamine C qui diminue les teneurs en MDA soit pour les
malades ou les témoins est égale a 100 pmol/l. A propos d’HE, la concentration qui
minimise les taux de MDA est celle de 6,25 pl/ml chez les témoins et celle de 0,78 ul/ml
chez les malades. Quand on combine la vitamine C a I’HE, on trouve chez les deux groupes
que vitamine C a 75 pmol/l et ’'HE a 6,25 pl/ml diminue le MDA par rapport aux autres
concentrations (Tableau 05).

A propos de I’enzyme SOD, le meilleur résultat est obtenu pour la vitamine C a une
concentration égale a 50 umol/l chez les malades et 100 pumol/l chez les témoins. Chez les
malades une concentration en HE de 1,56 pl/ml et chez les témoins une concentration de 6,25

ul/ml augmentent ’activité de la SOD. L’association de la vitamine C a I’HE chez les
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malades induit une augmentation de I’activit¢ de SOD a 75 pmol/L pour la vitamine C et de
12,5 ul/ml pour I’HE. Par contre, chez les témoins les deux concentrations qui provoquent

I’augmentation de 1’activité de la SOD sont 75 umol/I pour la vitamine C et 3,125 pl/ml pour
I’HE (Tableau 06).
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Discussion

D’apres les dernieres données, 850 millions de personnes souffrent d’insuffisance rénale
chronique dans le monde entier (Polenakovic et al., 2021). L’hypertension artérielle
représente un facteur de risque primordial dans le développement I’IRC et sa progression vers

le stade final, il a été reporté aussi que le risque de ’hypertension artérielle est plus élevé

chez les hommes que les femmes (Weldegiorgis et Woodward, 2020). Dans notre étude

I’hypertension est le facteur déclenchant de la maladie rénal.

L’IRC est un syndrome engendré suite a une réduction du nombre et de la fonction des
néphrons actifs. L’altération de la fonction rénale est trés critique en affectant les différentes
voies métaboliques de 1’organisme. L’IRC est responsable d’'une gamme désordres comme
I’ostéodystrophie, la progression rapide de 1’athérosclérose et anémie.. (Kandi, 2017).
D’autre part, ’accumulation de I'urée dans le sang provoque un état d’inflammation
responsable de 1’accentuation du phénoméne de stress oxydant et 1’adhésion cellulaire
perméabilisation endothéliale chez les patients insuffisants rénaux (Claro et al., 2018 ; da
Cunha et al., 2020).

La vitamine C est un antioxydant exogéne majeur apporté exclusivement par I’alimentation.
Elle inhibe la peroxydation lipidique et diminue le dysfonctionnement endothélial. Elle peut
jouer a la fois le réle d’un antioxydant et d’un pro-oxydant en présence des métaux de
transition comme le fer ce qui augmente la production des esperes réactives. D’apres la
littérature, les personnes dialysées témoignent des valeurs plasmatiques faibles en vitamine C
par rapport aux témoins a cause des pertes urinaires. La supplémentation orale est
recommandée chez ces patients surtout durant la séance de dialyse (300 mg) (Deicher et
Horl, 2003). La supplémentation intraveineuse en vitamine C de 1’ordre de 2g/jour est
essentielle afin de rétablir les concentrations plasmatiques (Honore et al., 2020).

Les résultats de la présente étude montre que les teneurs en vitamine C sont similaires entre
les deux groupes. Ceci peut étre expliqué par la période au cours de laquelle 1’étude est

effectuée, celle de I’hiver qui connait une richesse en agrumes sur le marché.

Le MDA est le marqueur le plus utilisé pour évaluer la peroxydation lipidique. Dans notre
¢tude, les teneurs plasmatiques en MDA montrent une augmentation qui n’est pas
significatives chez les patients comparés aux témoins. Tandis que, les taux érythrocytaires de

MDA sont semblables entre les deux groupes. Par contre, Zhu et al. 2021 ont montré que les
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niveaux sériques de MDA augmentent significativement chez les patients comparés aux

témoins et sont corrélés positivement avec les concentrations en créatinine (Zhu et al., 2021).

La superoxyde dismutase est une enzyme antioxydante assurant la dismutation de 1’anion
superoxyde en peroxyde d’hydrogéne (H,O,) et en oxygéne moléculaire. Il existe trois
isoformes de SOD ; SOD1 (CuzZnSOD) se trouve dans les globules rouges, SOD2 (MnSOD)
se trouve dans les mitochondries, SOD3 extracellulaire (Cu-Zn).

Selon les résultats que nous avons trouvés, les activités des superoxydes dismutases
plasmatiques et érythrocytaires sont pareilles chez les deux groupes. Par contre, une autre
étude effectuée par Zhu et al. 2021 ont montré que I’activité de la superoxyde dismutase est
significativement diminuée chez les patients insuffisants rénaux chroniques (Zhu et al.,
2021). En effet, ’hyper-expression ou la diminution de la SOD est associée a la sévérité et la
progression de la pathologie rénale vers des stades beaucoup plus graves (Siomek et al.,
2010; Brzoska et al., 2011). Il a été suggeéré que ’activité de la SOD peut étre altérée par la

dialyse par rapport aux malades non-dialysés (Zhu et al., 2021).

La catalase est une enzyme antioxydante présente dans le foie, les poumons et les reins. Elle
convertit le peroxyde d’hydrogéne en eau et oxygene. Il a été confirmé que la diminution de
I’activité de catalase est combinée a une réduction de la fonction rénale et une accélération
progressive de la fibrose rénale (Kobayashi et al., 2005). Une étude a montré que ’activité
de la catalase érythrocytaire diminue avec la progression de la pathologie et elle est plus
faible dans les stades 3 et 4 (Thahriti et al., 2014).

Le stress oxydant et l’inflammation sont les principaux facteurs responsables de la
progression de I’insuffisance rénale chronique (Morena et al., 2002; Popolo et al., 2013;
Qian, 2017).

Les cytokines pro-inflammatoires produites par les lymphocytes et les adipocytes
comme [Dinterleukine-6 (IL-6), I’interleukine-1 (IL-1), et le facteur de nécrose tumorale
alpha (TNF-a)) sont associ¢es a la sévérité de 1’insuffisance rénale chronique. Les études
expérimentales ont prouvé que les cytokines pro-inflammatoires sont les facteurs clés de
plusieurs complications au cours de la pathologie rénale comme la malnutrition, le score
calcique coronaire, I’athérosclérose, la fibrillation auriculaire, I’hypertrophie ventriculaire
gauche (HVG), I’insuffisance cardiaque, et I’augmentation de la mortalité (Stenvinkel et al.,
1999 ; Shlipak et al, 2002; Gupta et al, 2012), et [I’insulino-résistance, le
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dysfonctionnement endothélial, et les désordres du métabolisme minéral et osseux de I'IR
(Clapp et al., 2004; Shoelson et al., 2006; Navarro-Gonzalez et al., 2011).

Il a été prouvé que la vitamine C in vitro améliore la différenciation et la prolifération des
lymphocytes B et T en agissant sur les génes et diminue I’apoptose de ces cellules (Molina et
al., 2014). D’autres chercheurs ont montré que la supplémentation orale et intraveineuse en
vitamine C de 1’ordre de quelques grammes augmente la prolifération des lymphocytes chez
des enfants asthmatiques et d’autres témoins sains (Anderson et al., 1980; Anderson et al.,
1981; Anderson et al., 1980). En effet, I’exposition des lymphocytes a des substances
toxiques altere leur fonction et la supplémentation en vitamine C restaure les réponses
blastogenes des lymphocytes aux mitogénes (Heuser et VVojdani, 1997). Des études in vitro
ont montré que la culture des cellules lymphocytaires en présence de la vitamine C diminue
la production des cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-o I’interféron-gamma (IFN-
y) et augmente la synthése des cytokines anti-inflammatoires comme IL-10 (Molina et al.,
2014).
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Conclusion

Conclusion

L’insuffisance rénale chronique est une maladie évolutive caractérisée par une détérioration.
de la fonction rénale au fil du temps. Les premiers stades de I’IRC (stades 2 et 3) présentent
des lésions rénales et sont généralement asymptomatiques tandis que les stades les plus
avanceées (stades 4 et 5) nécessitent un traitement de 1’urémie et de ses complications et

éventuellement une thérapie de remplacement.

Cette étude vise a déterminer les effets in vitro de la vitamine C et I’huile essentielle de
Thymus fontaneisii sur les altérations métaboliques au niveau des lymphocytes des patients
insuffisants rénaux avant la séance de dialyse afin de corriger ces anomalies et diminuer le
risque de complications pendant la séance de dialyse. D’autre part, une détermination des
parameétres du statut oxydant/antioxydant est réalisée au niveau du plasma et du lysat chez les

patients insuffisants rénaux et les personnes saines.

Les résultats obtenus du statut oxydant/antioxydant du plasma et du lysat indiquent que les
patients atteints d’IRC présentent des tenues ¢levées en anion superoxyde et une
augmentation de 1’activité de la SOD et une diminution de I’activité de catalase par rapport

aux témoins.

En ce qui concerne 1’étude in vitro, nos résultats indiquent que 1’association de 6,25 ul/ml en
huile essentielle et 75 pumol/l de vitamine C augmente la prolifération des lymphocytes.
D’autre part, la concentration en vitamine C qui diminue les teneurs en MDA soit pour les
malades ou les témoins est égale a 100 umol/l. A propos de I’enzyme SOD, le meilleur
résultat est obtenu pour la vitamine C a une concentration égale a 50 pumol/l chez les malades

et 100 umol/l chez les témoins.

Nous pouvons dire que la supplementation en substances bioactives pourrait corriger les
anomalies oxydatives au cours de I’insuffisance rénale et ainsi améliorer 1’état de santé du

patient.
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ANneses

Tableau A. Marqueurs du statut antioxydant

Marqueurs

Personnes saines

Personnes malades

Vitamine C (mg/ml) 58,00 +£1,52 55,02+ 2,74
Activité de la catalase 14,10 £ 0,90 5,47 +£0,18*
(Ul/ml)
Activité de la superoxyde 48,88 +0,22 47,65 + 0,29
dismutase érythrocytaire
(mM/min/ml)
Activité de la superoxyde 49,13 + 0,55 56,16 + 0,38***

dismutase plasmatique
(mM/min/ml)
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ANneses

Tableau B. Marqueurs du statut oxydant

Marqueurs

Personnes saines

Personnes malades

Malondialaldéhyde

plasmatique (pmol/l)

1,02 + 0,05 1,60 + 0,07
Malondialaldéhyde
érythrocytaire (umol/l) 4458 +1.25 4133+ 1,89
Anion superoxyde
plasmatique (umol/l) 3,64 + 0,92 4,34 +0,17
Anion superoxyde
érythrocytaire (umol/l) 281+ 018 470 + 0.12*

Classification botanique de Thymus fontanesii (USDA)

Régne : VVégétal

Embranchement : Spermaphytes

Sous-embranchement : Maliophytes

Classe : Magnoliopsida
Sous-classe : Asterdae

Ordre : Lamiales

Famille : Lamiacées/ Labiatae

Genre : Thymus

Espéce : Thymus fontanesi
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ANneses

Questionnaire

Nom :
Prénom :
Age :
Sexe :
Poids : Taille : IMC:
Boire I’eau : 1L 2L 3L
Combien de fois utilisez vous les toilettes
1 fois/j 2 fois/j 3_4 foislj
Malade avec I’insuffisance rénale :

Oui Non
Causes de I’insuffisance rénale :

Sous réserve d’une séance de Dialyse :

4-5L

Prédialyse Dialyse péritonéale L’hémodialyse
Durée :
-De traitement : -De diagnostic :

Combien de fois par semaine ( séance) :

1 2 séance/7j 3_4 séancel7j 5 6 séance/7j

Antécédents familiaux :
Oui Non
Stade de I’insuffisance rénale chronique :

D’autres maladies :

Anémie:  Oui Non

Diabéte : Oui Non
Hypertension artérielle : Oui Non
Prostatite : Oui Non

Des maladies hépatiques : ~ Oui Non

Immunodéprimés :
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ANneses

Maladie de riches ( gouttes) :

Tabagisme: Fumeur Non-fumeur
Ménopause :
Personnes stressés :  Oui Non

Traitement de stress :
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Résumé

Résumé

L’insuffisance rénale est une maladie qui touche des millions de personnes dans le monde.
Bien que silencieuse et souvent asymptomatique, elle se caractérise par une perte partielle ou
totale des fonctions rénales, entrainant une accumulation de déchets toxiques dans
I’organisme. Le stress oxydant accru participe a la persistance d’un état inflammatoire

chronique au cours de la pathologie.

L’objectif principal de notre étude est de corriger les anomalies oxydatives au niveau des

lymphocytes des patients insuffisants par le biais des molécules a pouvoir antioxydant

(Vitamine C et huile essentielles de Thymus fontaneisii). La deuxiéme de 1’étude vise a
évaluer le statut oxydant/antioxydant (MDA, SOD, O, Catalase, vitamine C) chez des sujets

insuffisants rénaux chroniques par comparaison avec des témoins sains.

Les résultats obtenus du statut oxydant/antioxydant du plasma et du lysat indiquent que les
patients atteints d’IRC présentent des tenues élevées en anion superoxyde et une
augmentation de I’activité de la SOD et une diminution de I’activité de catalase par rapport

aux témoins.

En ce qui concerne 1’étude in vitro, nos résultats indiquent que I’association de 6,25 pl/ml en
huile essentielle et 75 pumol/l de vitamine C augmente la prolifération des lymphocytes.
D’autre part, la concentration en vitamine C qui diminue les teneurs en MDA soit pour les
malades ou les témoins est égale a 100 umol/l. A propos de I’enzyme SOD, le meilleur
résultat est obtenu pour la vitamine C a une concentration égale a 50 pmol/l chez les malades
et 100 umol/I chez les témoins.

Nous pouvons dire que la supplémentation en substances bioactives pourrait corriger les
anomalies oxydatives au cours de I’insuffisance rénale et ainsi améliorer I’état de santé du

patient.

Mots clés :
Insuffisance rénale chronique, stress oxydant, étude in vitro, vitamine C, huille essentielle de

Thymus fontaneisii.
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Résumé

Abstract

Kidney failure is a disease that affects millions of people around the world. Although silent
and often asymptomatic, it is characterized by partial or total loss of kidney function, leading
to an accumulation of toxic waste in the body. The increased oxidative stress contributes to

the persistence of a chronic inflammatory state during the pathology.

The main objective of our study is to correct oxidative abnormalities in the lymphocytes of
insufficient patients through molecules with antioxidant power (Vitamin C and essential oil
of Thymus fontaneisii). The second part of the study aims to assess the oxidant/antioxidant
status (MDA, SOD, 02-, Catalase, vitamin C) in subjects with chronic renal failure by

comparison with healthy controls.

The results obtained from the oxidant/antioxidant status of plasma and lysate indicate that
patients with CKD exhibit elevated superoxide anion and increased SOD activity and

decreased catalase activity compared to controls.

Regarding the in vitro study, our results indicate that the combination of 6.25 pl/ml of
essential oil and 75 pmol/l of vitamin C increases lymphocyte proliferation. On the other
hand, the vitamin C concentration which decreases the MDA levels either for patients or
controls is equal to 100 umol/l. Regarding the SOD enzyme, the best result is obtained for

vitamin C at a concentration equal to 50 pumol/l in patients and 100 pmol/I in controls.

We can say that supplementation with bioactive substances could correct oxidative

abnormalities during renal failure and thus improve the patient's state of health.
Key words :

Chronic renal failure, oxidative stress, in vitro study, vitamin C, essential oil of Thymus

fontaneisii.
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