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Résumé
Le diabéte est une maladie, considérée par 'OMS comme épidémie, et dont la prévalence a

augmenté de facon importante au cours de ces dernieres années. 537 millions de personnes atteintes
de diabéte dans le monde en 2021, et le nombre continu d’augmenté a travers le temps.

Le diabéte de type 2 représente la majorité des cas de diabéte, se développe silencieusement, et est
responsable de 1’apparition de nombreuses complications, tels que, les maladies cardiovasculaires,
I’insuffisance rénale et la stéatose hépatique.

De plus ce tueur silencieux est associé a plusieurs facteurs de risque, comme, 1’obésité, la
sédentarité, le manque d’activité physique, et 1’alimentation non équilibré et hypercalorique
calories.

Plusieurs études suggerent que le diabéte s’accompagne d’un stress oxydant favorise le
développement et I’aggravation de la maladie, et perturbe I’insulinosécrétion en promouvant
I’insulino-résistance.

Cette étude est la suite d’une étude qui a été initié I’année précédente dont le but est d’optimiser un
modeéle animal de diabéte de type Il induit par un régime hyper lipidique chez les souris NMRI.
L’objectif de notre I’étude est de mesurer les paramétres de stress oxydatif au niveau du foie,
pancréas et tissues adipeux viscérale, et d’observé les lésions histologiques au niveau de ces
organes.

Les résultats de stress oxydatif ont montré que I’exposition des souris a un régime hypercalorique et
hyperlipidique engendre une augmentation de la concentration tissulaire des marqueurs de stress
(MDA), et une diminution tissulaire significative, en enzymes antioxydants, SOD, GSH, catalase,
GST, dans le foie, le pancréas, et le tissu adipeux.

L’approche histologique a révélé chez souris soumise a I'alimentation hyperlipidique d’importantes
perturbations architecturales au niveau de foie, un dép6t ectopique de triglycérides au sein des
hépatocytes et la présence d’une stéatose microvésiculaire. De plus, une hypertrophie spectaculaire
a éte observe au niveau du pancréas et une inflation de tissu adipeux caractérisé par augmentation
de taille des adipocytes.

Les résultats obtenus nous a permi de conclure que le régime hyperlipidique provogue une stéatose

hépatique, une inflation du tissu adipeux et un stress oxydatif.

Mots clés : Insulinorésistance, stress oxydatif, diabete de type 2, régime hyperlipique, les souris
NMR



Abstract

Diabetes is a disease, considered by the WHO as an epidemic, and whose prevalence has increased
significantly in recent years. 425 million people with diabetes in the world in 2017. In Algeria the
percentage of diabetics reached 14.4% of the population in 2018. And the number continues to
increase over time. Type 2 diabetes, represents the majority of diabetes cases, develops silently, and
is responsible for the appearance of many complications, such as cardiovascular disease, kidney
failure, and hepatic steatosis, In addition, this silent Killer is associated with several risk factors,
such as obesity, sedentary lifestyle, lack of physical activity, and unbalanced and high-calorie diet.
Several studies suggest that diabetes is accompanied by oxidative stress promotes the development
of the disease, and it disrupts insulin secretion by promoting insulin resistance. Our objective is to
study the impact of oxidative stress during the development of insulin resistance induced by a high
fat diet. This study is carried out at the research laboratory level at the University Of Yahia Fares Of
Medea, and for 4 months insulin resistance was induced in NMRI mice by a hyperlipidic diet. The
results obtained, allowed us to conclude that the hyperlipidic diet favors histological alteration, at
the level of liver, pancreas, and adipose tissue. And it causes an increase in the tissue concentration
of malondialdehyde, and a significant tissue decrease, in antioxidant enzymes, SOD, GSH, catalase,
GST, in the liver, pancreas, and adipose tissue. This confirms that high-fat diets generate obesity,

insulin resistance, oxidative stress and ultimately diabetes.

Keywords: Insulin resistance, oxidative stress, type 2 diabetes, high fat diet, NMRI.E mice
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Liste des abréviations

ADN : L’acide désoxyribonucléique
ARNM : L'acide ribonucléique messager
AGEs : Advanced Glycation End Products
Cat : Catalase

DT1 : Diabéte de Type 1

DT2 : Diabete de Type 2

DO : Densité optique

EDTA : Ethylene diamine tétra acétate
GSH : glutathion

GST : glutathion S-transférase

GSH-Px : glutathion peroxydase

HE : Hématoxyline éosine

HFD : High fat diet

IL1 : interleukine 1

IGF : Insulin like Growth factor

IGg : Immunoglobuline G

LDL : Low density lipoprotein

MODY : Maturity Onset Diabetes in the Young
MDA : Dosage du malondialdéhyde

M.O : microscopie optique

NFKB : Necrosis Factor kappa B

NMRI : Naval Médical Research Institute
OMS : Organisation Mondiale de la Santé
PUFA :( AGPI) Acide gras polyinsaturé
ROS : Reactiv Oxygen Species

RHL : Régime hyperlipidique

SDS : dodécylsulfate de sodium

SNC : systéme nerveux centrale

TBA : Acide thiobarbiturique

TCA : Acide trichloracétique

TNF : Temor Necrosis Factor

VCL : Veine Centro Lobulaire

GLP-1 : glucagon -like peptide

ATP : adénosine triphosphate

IR : insuline receptor

IGF-1 : insuline Growth factor

PI13K : phosphatidylinositol-3-kinase
AKT : proteine kinase B

PP1 : glycogéne synthase phosphatase
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FIL : fédération internationnale de diabete
GLP2 : glucagon —like peptide 2

G6P : glucose -6-phosphate

GLUT1 : glucose transporter 1

GLUT2 : glucose trasporter 2

GLUT4 : glucose transporter 4

Ca+2 : calcium

RI : résistance a I’insuline

PKC : protéine kinase C

RTK : récepteur tyrosine kinase

Ras /ERK : extracellular signal regulated kinase
Grb2 : growth factor receptor bound protein 2
MTOR : mammalian target of rapamycin
PIP3 : phosphatidylinositol 3, 4,5 trisphosphate
PP : Polypeptide pancréatique

ADP : adénosine diphosphate

GSKa3 : glycogen synthase kinase 3

HbAlc : Hémoglobine glyquée

HDL : High Density Lipoprotein

T.A : tissue adieux

GSK : glycogéne synthase kinase

Shc : SH2-containing collagéne-related protein systeme nerveux central

AGL : acide gras libres

AGE : Advanced Glycation End-product, produits de glycation avancé

AGPI : Acides Gras Poly-Insaturés

IMC : Indice de Masse Corporelle

IRS : Insulin Receptor Substrat

MAPK : Mitogen-Activated Protéin Kinases
RAGE : Receptor of advanced Glycation End Produ
RPE : Résonance Paramagnétique Electronique
SOD : SuperOxyde Dismutase

TBARS : ThioBarbituric Acid Reactive Substance
FFA : acide gras libre

HGP : hépatique Glucose Production

IL6 : Interleukine 6

FOXO 1 : Forkhead box proteine 1

SOCS : acronyme de supressor of cytokine signaling
DAG

NASH : Stéatose hépatique non alcoolique

NADH : Nicotiamide adéniné dinucléolid
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Introduction

Introduction :

Les modifications progressives du mode de vie favorisant ’augmentation de la prévalence de
I’obésité dans les pays développés ou en voie de développement. La sédentarité et les exces
caloriques, notamment la consommation d’aliments riches en glucides et en graisses, se traduisent
par une progression épidémique de 1’obésité et du diabéte de type 2. DT2 touche majoritairement les
adultes de plus de quarante ans qui présentent une surcharge pondérale. Selon la Fédération
Internationale du Diabete (FID), si le taux de croissance actuel se poursuit, le nombre total de
diabétiques dépassera les 783 millions d’ici 2045, soit une augmentation de 54% .Cette pathologie
provoque chez la personne atteinte des complications macro vasculaire (maladies coronarienne,
maladies vasculaires périphériques et accidents vasculaires cérebral) et micro vasculaire
(neuropathie, rétinopathie et néphropathie) , et parmi les complications émergentes de cette
pathologie , figurant la stéatose hépatique (Schliger , 2013) .

De nombreuses études suggerent que le diabéte s’accompagne d’un stress oxydant favorisant le
développement de la maladie. et perturbe 1’insulino-sécrétion, en promouvant 1’insulino- résistance.

Ce stress oxydant est due a un déséquilibre physiologique qui existe dans ’organisme entre les

molécules oxydantes et les systémes de défenses antioxydants (Bonnefont-Rousslot et al 2000) endogénes
et/ou exogenes.
La consommation d’un régime alimentaire riche en graisse (RHL) induit I’obésité¢ et développe
I’insulinorésistance, et a long terme ce régime inhibe I’insulinosécrétion en réponse au glucose,l’obésité
est alors un facteur de risque majeur de diabete ( Max C.Petersen et al 2018) . L’objectif de cette thése
s’inscrit dans ce contexte est consiste a étudier 'implication du régime hyperlipidique dans la
genése d’un stress oxydatif au niveau des organes insulino dépendants.

Pour répondre a notre problématique, nous avons réalisé une étude expérimentale qui se
déroule en deux étapes sur un modele animal de souris NMRI, un groupe control, soumis a un
régime standard, et un groupe RHL soumis a un régime hyperlipidique pendant 16 semaines. La
premiére étape du travail expérimental a donc consisté a développer un modéle animal d’obésité
induite par régime alimentaire. La seconde étape consiste & mesurer les parametres de stress
oxydant au niveau des tissus adipeux, hépatique, et pancréatique, ainsi, qu’une étude histologique

des tissus précédement citer.
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Chapitre 01 : Généralité sur le diabéte

1.1 Définition du diabete

L’Organisation mondiale de la sant¢é (OMS) a défini le terme « diabéte sucré » comme : « un

trouble métabolique d’étiologie multiple caractérisé par une hyperglycémie chronique avec des
perturbations du métabolisme des glucides, des graisses et des protéines résultant de défauts dans la
sécrétion d’insuline, I’action de 1’insuline, ou les deux ». Le diagnostic de diabete est basé sur un
sang a jeun concentration de glucose supérieure a 7 0 mmol/L (126 mg/dL) . (Linda A DiMeglio

et al .,2018) Il existe plusieurs types de diabéte :
Le diabéte de type 1 (autrefois appelé diabéte insulino-dépendant ou

juvénile) : Le diabéte de type 1 (DT1) est une maladie chronique grave causée par une
production insuffisante d’insuline par le pancréas résultant en la défaillance de la régulation de la
glycémie a I’échelle de I’organisme (OMS, 2022). Le DT1 appartient a la famille des diabétes
sucrés caractéris€s par une hyperglycémie chronique, et qui sont aujourd’hui considérés comme
un enjeu de santé publique majeur dans le monde en raison de leur incidence croissante et des
complications graves qu’ils engendrent chez les patients (OMS ,2022)

Le diabéte de type 2, précédemment appelé « diabete non insulino-dépendant

» . Représente 90 a 95% des patients diabétiques, caractéris€¢ par une résistance a 1’action de
I’insuline au niveau des organes cibles et/ou a une carence relative en insuline causée par un
dysfonctionnement des cellules B pancréatiques (Care &Suppl, 2021).

Le diabéte gestationnel : est définit comme un trouble de la tolérance glucidique conduisant
a une hyperglycémie de sévérité variable, débutant ou diagnostiqué pour la premiere fois pendant
la grossesse, quels que soient le traitement nécessaire et 1’évolution dans le postpartum

(Edouard .F, 2019).
Autres diabeétes :

Les autres formes sont plus rares. On distingue par exemple :

les MODY (Maturity Onset Diabetes in the Young), en général non insulino-dépendants. Sont
fortement déterminés par une composante génétique.

les diabetes secondaires a d’autres maladies telles que des maladies pancréatiques,
endocriniennes ou hépatiques. L’hémochromatose ou certaines mutations de I’ADN
mitochondrial.

le diabéte lipoatrophique (disparition du tissu adipeux, hyperlipidémie, stéatose hépatique,
insulino-résistance majeure).

le diabéte induit par des traitements médicamenteux (ex: corticoides, diurétiques,
neuroleptiques, certains immunosuppresseurs...). (Heike Labud et al., 2017).
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1 .2 Epidémiologie de diabéte :

1 .2.1 Fardeau Mondial :

La prévalence mondiale du diabéte chez les adultes a augmenté au cours des derniéres

décennies. En 1964, on estimait que 30 millions de personnes souffraient de diabete
(K.Ogurtsova a et al.,*2017). La Feédération internationale du diabéte (FIL) a estimé la
prévalence mondiale a 151 millions en 2000, 194 millions en 2003, 246 millions en 2006, 285
millions en 2009, 366 millions
en 2011 et 382 millions en 2013 (FID 2019).

les derniéres estimations montrent une prévalence mondiale de 537 millions d'adultes
atteints de diabéte en 2021, ce chiffre devrait continuer de croitre pour atteindre 783 millions en
2045 (Forouhi&Wareham, 2022) Ce par 1’augmentation mondiale de la prévalence de 1’obésité
et des comportements non healthy, y compris les mauvaises habitudes alimentaires et 1’inactivité
physique; ceux-ci sont a leur tour favorises les changements dans la nutrition un contexte

mondial (la « transition nutritionnelle »). (Nita G et al ,. 2018).
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Figure 01: Prévalence du diabéte ajustée en fonction de 1’age en 2019 par pays (FID 2019).

1.2.2 En Algérie :

En Algérie, on observe une augmentation continue de la prévalence du diabéte, atteignant
14,4% de la population agée de 18 a 69 ans, soit environ 4 millions de personnes atteintes en
2018 (Belhadj et al., 2019). Les personnes agées de 60 ans et plus représentent 7,7% de la
population totale, soit 2785 000 personnes, et ce chiffre devrait atteindre 4,3 millions en 2020,
6,7 millions en 2030 (Chami, 2015).
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Une étude menée a Oran, en Algérie, a enregistré 1 877 cas de diabete de type 1 (DT1)

chez des enfants de moins de 15 ans. Cette étude a révélé une augmentation continue de
I’incidence, atteignant 24,5 + 3,8 pour 100 000 enfants de moins de 15 ans par an au cours des
cinq derni¢res années. Cette augmentation concerne principalement les groupes d’age de 0 a 4

ans et de 5 a 9 ans, dont I’incidence dépasse celle des 10 a 14 ans. (Niar et al., 2015).
1.3 Organisation anatomique et histologique de pancréas :

1.3.1 Anatomie macroscopique de la glande pancréatique :

Le pancréas est un organe allongé en communication directe avec le tube digestif. Sa fonction
exocrine est indispensable pour la digestion de tous les aliments et sa fonction endocrine est &
I’origine de la syntheése des principales hormones qui contrdlent la glycémie de I’organisme. Le
pancréas est un organe aplati et allongé situ¢ au niveau de la face postérieure de 1’estomac dont
la téte est insérée dans le cadre duodénal. Sa partie allongée comprend anatomiquement, de la
droite vers la gauche, la téte, le col, le corps et la queue. 1l peseentre 60 et 80 g et mesure 12 a 15

cmde long et 2 a 4 cm de large. ( Flavien B et al ., 2021)

Splenic a
Splenic v

Inferior caval v
Hepatic a

Portal v Celiac trunk

Spleen

Left adrenal

Common bile duct gland

Right adrenal gland

Right kidney

Duodenum

desending part Left kidney

Superior mesenteric a.

Superior mesenteric v

Figure 02 : Relations du pancréas avec les organes environnants (Daniel S.et al., 2018)
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1.3.2 Histologie de la glande pancréatique :

Le parenchyme pancréatique est organisé en lobules séparés par des septa fibreux. Ces
lobules contiennent essentiellement des acini et des canaux excréteurs. Les Tlots de Langerhans
sont dispersés dans les lobules pancréatiques :

1.3.2.1. Pancréas exocrine

Les cellules acineuses, formant les acini, sont des cellules épithéliales polarisées. Leur
partie basale contient le noyau et un riche réticulum endoplasmique rugueux. La partie apicale
est chargée de grains de zymogenes qui contiennent les précurseurs enzymatiques. Au sein de
I’acinus pancréatique, on trouve des cellules souches multipotentes appelées les cellules centro-
acineuses qui peuvent se différencier en cellules acineuses, cellules canalaires et méme en
cellules endocrines. Les sécrétions enzymatiques sont drainées par des canaux excréteurs
(canaux intralobulaires puis interlobulaires et enfin canaux collecteurs). Les canaux sont bordés
par des cellules épithéliales cubiques ou cylindriques. (Mehdi EL AMRANI .2019)

k

Cellule centro-Acineuse

Cellule acineuse

Figure 3 : Coupe histologique d’un lobule pancréatique avec des acini et des cellules Centro
acineuses. (Beaugerie et al., 2014)

1.3.1.1. Pancréas endocrine
Les ilots de Langerhans s’organisent sous forme de travées dispersées dans le parenchyme et

richement vascularisées. Les ilots de Langerhans sont formés d’une mosaique de cellules
endocrines, parmi elles on peut distinguer : les cellule B qui sécrétent I’insuline, les cellules o
productrices de glucagon, les cellules 6 a somatostatine et d’autres lignées cellulaires plus rares

(cellules PP ...) (Mehdi EL AMRANI .2019)
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Capillaire

Tlot de Langerhans
Cellules endocrines

Figure 4 : coupe histologique du pancréas endocrine. (Beaugerie et al., 2014)

1.3.3 Les hormones pancréatiques :
1.3.3.1 L’insuline

1.3.3.1.1 Structure d’insuline

L’insuline c’est la premiére séquence protéique qui a été déterminée complétement. Son poids
envoisinant 5 800 Kd, elle est produite par la cellule béta des flots de Langherhans du pancréas.
L’insuline humain active c’est un peptide formé de deux chaines d’acides aminés : la chaine A
composée de 21 acides aminés, chaine B comporte 30 acides aminés, ces chaines liées entre eux

par deux ponts disulfures (A. Bouglé et al., 2009).

| o F " T e s =10 g

Chaimn B

Figure 05 : structure biochimique d’une molécule d’insuline humain. (Delphine, 2021)
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1.3.3.1.2 La biosynthése d’insuline

Le géne d’insuline s’exprime sur le chromosome 11 dans les noyaux des cellules béta des ilots
pancréatique , il est traduit en ARNm et exporté vers le cytoplasme et transferé vers les ribosome
situees a la surfaces des saccules formants le réseaux complexe de réticulum endoplasmique pour
synthétiser les acides aminés nécessaire a la construction de la molécules pré-pro insuline. Le
segment pré est responsable a la migration de la chaine protéique vers la réticulum endoplasmique
rugueux en cours d’assemblage, il est coupé par des enzymes, alors la pré-pro insuline transformé
en pro insuline qui constitué d’une chaine d’acide aminés qui donneront 1’insuline et un segment
s’appelle peptide de connexion (peptide C) qui relié la fin de chaine A avec le début de chaine B, a
la présence de Zinc les molécules de la pro insuline s’associées en hexameres.la pro insuline
transférés vers les citernes cis de 1’appareil de Golgi dans des petites vésicules accompagnés
avec les enzymes de coupure (conversion) qui ont une activité trypsinique et
carboxypeptidasique pour couper le peptide C .L’insuline mature est alors formée et n’est libéré
de la cellules béta que lorsque celle-ci stimulée par un signale approprié, en 1’occurrence une
augmentation de la concentration en glucose sanguin .(cour d’hormones peptidiques

d’insuline).

il H oo
Pré-pro-insuline
> sauen

REG == e i -

o
i l Endopeptidase
Cis Golgi v B Carboxypeptidase
Insuline
Trans golgi ™ - N
® @ O Cellule B pancréatique

Peptide C Insuline

Figure 06 : les étapes de la biosynthése d’insuline et structure finale, ( C.Magan et al , .2005)
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1.3.3.1.3 Actions moléculaire et voie de signalisation :

A) Récepteur a I’insuline (IR) :

IR est un protéine hétérotétramérique compose de deux sous-unités : alpha extra membranaire et
béta transmembranaire (le domaine tyrosine kinase) liés par des ponts disulfures. Produit par les
cellules cibles de I’insuline (hépatocytes, adipocytes, les cellules des muscles striées et cellules
béta pancréatique) .il existe deux iso forme d’IR chez les mammiféres :IR-A (la forme fcetal)
présent dans les lymphocytes humains en culture et a une affinité trés élevée pour les IGF il
pourrait jouer un role dans tumorigenése, et IR-B présent dans les tissus cibles de 1’insuline ou
I’affinité a peu pres équivalentes a I’insuline. .(De Meyts et al .,.2022)

Pont disulfure extrinseque

Sous-unité o B l Fixation de I'insuline

Pont disulfure

intrinséque - &2 =

5= S-5— \s 5-
Membrane plasmigue
PY\ PY
o /A

Sous-unité f§ —» , / ol
Domaine de recrutement PPY o,
Tyrosine 972 / B

Domaine d'activatiorf
Tyrosines 1170, 1174 et 1175

Figure 09 : structure de recepteur d’insuline . (Daniel Mauvoisin, 2011)

B) la voie de signalisations liée a I’insuline receptor substrats (IRS)
La liaison de I’insuline avec la sous unité alpha induit le premier changement morphologique

du récepteur, déclenchant 1’activité tyrosine- kinase intrinséque de sous unité et I’activation

d’une grande cascade de signalisation intracellulaire :

L’insuline se liée a son récepteur qui active les IRS et ensuit activeront la PI3K (c’est une
protéine clef dans le métabolisme d’insuline), cette kinase génére des phospholipides
membranaires spécifique (PIP1, PIP2) responsable au recrutement de AKT a la membrane
plasmique des cellules, il sera activé par phosphorylation sur deux sites critiques : la
thréonine308 (T308) dans sa boucle d’activation par PDK1, et la sérine 473(S473), dans son
motif hydrophobe par le mMTORC2. AKT joue un réle important le métabolisme tissulaire. Cette
cascade de signalisation conduit a la translocation des GLUT4 dans la membrane ce qui

augmente la captation de glucose par la cellule .(TanChen et al ,.2020).


https://www.researchgate.net/profile/Daniel-Mauvoisin
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Il 'y a un systéeme de rétrocontréle intra cytoplasmique telle que les protéines tyrosine

phosphatases (PTP1B, SHIP2 et PTEN) qui catalysent la déphosphorylation des récepteur

d’insuline et conduisent a I’atténuation de I’action d’insuline. (A. Bouglé et al ., 2009).

Insuline

7, Syﬁthése du glycogéne
- Lipogenése

P ol Capthge de glucose - Captage du glucose

P ol spogenese ¥ Synthése du glycogéne
- ~» Synthése protéique

l "W Lipolyse

Production hépatique
- de glucose

Figure 10 : Voie de signalisation et role métabolique de I’insuline. (Tan-Chen et al .,2020)

1.3.3.1.4 Action de P’insuline sur les tissues cibles
1.3.3.1.4.1 Action sur le foie :

L’insuline favorise 1’absorption hépatique du glucose et son stockage sous forme de glycogéne
via I’activation de PP1 qui active et déphosphoryle le glycogéne synthase (Norton et al
.,2022)

L’insuline inhibe la production hépatique de glucose, elle exerce un effet direct par
I’intermédiaire de ces récepteurs hépatique en diminuant la glycogénolyse en améliorant

I'absorption du glucose dans le tissu musculaire et adipeux. (A. Bouglé et al .,2009).

Le glucose est penetre par le transporteur de glucose GLUT2 dans le foie, tandis que le
GLUT4, sensible a I'insuline, assure l'absorption du glucose dans les muscles et les graisses.
La signalisation canonique majeure de 1’insuline nécessaire a ce maintien des concentrations
de glucose dans le sang active une protéine kinase clé Akt qui est nécessaire a la régulation
des voies qui contrdlent I'noméostasie systémique du glucose, y compris le transport du
glucose dans les adipocytes et les muscles, inhibition de la gluconéogenese hépatique et de
I'activation cellulaire autonome de lipogenése hépatique. La liaison de I'insuline a sa protéine
réceptrice active 1’activité tyrosine- Kinase, qui phosphoryle les IRS sur les résidus tyrosine,
cela conduit a la phosphorylation d’AKT sur la thréonine 308, ce qui conduit a I’inhibition de

glycogénése hépatique. (Czech et al ,.2017)

10



Chapitre 01 : Généralité sur le diabéte

Insulin recepltor ' Pl
Tyrosine kKinaso
SEK { 1RS proteins |} INKC, TKK,, PKC
mTORCH PES/p110 PI3 kinase
Insulin
signaling 1 }
Pidins(3.4.5)F,
I PDK1 mTORC2
rsci2z2 § Akt protein kinases | PP2A
S N
-
ol 1A
Sys=stemic f W OGe e s o\
glucosea b "Q?kM(:ﬁ:"- Glucose 2
dynarmics A - % P}
Liver Skeletal muscle
Adiposa Bssue

Figure 11 : action de I’insuline sur foie ( Czech, MichaelP.2017)

1.3.3.1.4.2 Action sur les muscles squelettiques :
L’insuline exerce des effets anaboliques sur les muscles squelettiques tels que la synthése des

Protéine, 1’¢limination, le captage et le transport de glucose dans les muscles squelettiques
(Girard, J.2008)

L’absorption de glucose augment e 10 fois en réponse a la stimulation de l'insuline, ce qui rende
ce tissu est le principal contributeur a I'élimination totale du glucose corporel dans des
conditions euglycémiques hyper insulinémiques. Suivant un repas, 60 a 70 % des glucides
ingérés sont éliminés par le muscle, mettant en évidence le role primordial des Absorption
musculaire du glucose dans le contrdle glycémique postprandial. Une fraction substantielle de
cette élimination de glucose, environ 15 a 20 %, peut étre attribué aux actions vasodilatatrices de
I'insuline pour augmenter la masse musculaire perfusion. L’insuline augmente le transport du
glucose dans les myocytes via le recrutement de transporteur de (GLUT4) a la membrane
plasmique. L oxydation de glucose par la Muscle squelettique est principalement déterminée par
le taux de génération mitochondriales d'acétyl-CoA a partir du pyruvate, une étape régulée par
I’ Activation de la pyruvate déshydrogénase. (Norton et al.,2022)
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*GLUT 4
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figure 12 : Schematic representation of the effect of insulin on muscle glucose disposal. (Norton
et al ..2022)

1.3.3.1.4.3 Action sur le tissu adipeux :

L'action principale de l'insuline dans les adipocytes est la stimulation de l'adipogenése, en
favorisant la syntheése des TG, la suppression de la lipolyse et I’absorption de le glucose. Le TA
est le principal site de stockage des acides gras (FA) qui sont libérés dans la circulation lors de la
lipolyse (c'est-a-dire I'nydrolyse de TG en tant qu'acides gras non estérifiés (NEFA)

Le glucose est transporté dans les adipocytes par GLUT1 et GLUT4 , ce glucose est utilisé
pour la synthése glycérol-3-phosphate, car les adipocytes ne contiennent pas I'enzyme glyceérol
kinase, nécessaire a la synthése de TG.

L'insuline agit par l'intermédiaire de son récepteur en activant PI3K dont les IRS-1 et IRS-2 sont les
principales protéines d'amarrage. Aussi I’insuline a une action sur les lipases qui sont responsables
de T'hydrolyse des TG. L’activation de PKB par l'insuline stimule la cible mammifére de la
rapamycine (MTORCL) entrainant une inhibition de la triglycéride lipase du tissu adipeux (ATGL),
la premiére étape de I'hydrolyse des TG qui aboutit & la formation de diacylglycérol et la
libération d'un FA. (Norton et al.,.2022)
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Figure 13 : action d’insuline sur les adipocytes (Thiago M et al.,.2021)
1.3.3.2 Le Glucagon :
Le glucagon est une hormone peptidique synthetisee par les cellules a du pancreas; il constitue
le principal stimulus pour la production de glucose par le foie.Sa sécretion est sous le controle
de nombreux facteurs nutritionnels, neuronaux etparacrine. Le glucagon agit sur le foie en

stimulant la glycogenolyse et, de facon plus limitee, la néoglucogenese (Young A. 2005).

1.3.3.2.1. Structure de glucagon.
Le glucagon est un polypeptide de 29 acides aminés organisés sous forme d’une chaine
monocaténaire, son poids moléculaire est de 3485 Da, sans cystéine, donc sans ponts disulfures

(Horn F et al 2005) ,sa structure secondaire étant formeé d’une seule hélice et ne possede pas
une structure tertiaire.
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© : GeorgesDolis

Figure 14 : Structure de glucagon. (Dictionnaire médical).

1.3.3.2.2 Action de glucagon sur les tissus cibles :
Le glucagon est une hormone catabolique, sa demie vie varie entre 5a10 min, elle est presque

7min chez I’homme ,a I’état basale, la concentration de glucagon dans le sang est assez faible ce
taux est ¢levé dans les conditions d’hypoglycémie I’opposé de I’insuline le glucagon possede la
meme structure pour tous les mammiféeres ;il permet de maintenir la normo glycémie dans les
conditions physiologiques comme le jeune ou I’exercice physique . Les cibles cellulaires qui
portent les récepteures de glucagon sont principalement, Les hépatocytes, mais aussi les
adipocytes, les cellules béta des ilots de Langerhans, le coeur,les muscles lisses intestinales et
les reins (G .Kraft et al 2011),contrairement a 1’insuline les muscles squelettiques striés ne
possédent pas des récepteurs de glucagon.

Le récepteur de glucagon est une protéine transmembranaire de 485acides aminés coupleé a

la protéine G,sa similitude en 42% avec le récepteur de GLP1 permet au glucagon de se fixé
sur le récepteur ce dernier et sur son récepteure .

La fixation de glucagon sur son récépteure déclanche une cascade de signalisation au sein de la
cellule, en premier lieu le récépteure change sa conformation ce qui favorise 1’activation de la
protéine G via le changement de I’ADP par un ATP (Uson CG 2002) , deux types de protéines
G, a savoire Gs (Gq sont associes au récépteure de glucagon . Gs active 1’adénylate cyclase, qui
libere le second méssager I’AMPc, ce dernier active le PKA qui active a son tour la
phosphorylase kinase, augmentant ainsi la glycogéne phosphorylase (Calebrio MC , et al
.2009).et par conséquant la libération de glucose a partir de glycogene. AMPc phosphoryle 13
enzymes lieés au metabolisme,

parmi celles ci, les protéines kinases qui augmntent la teneur du récepteue de 1’insuline en serine/

thrionine kinase, favorisant ainsi une inhibition de 1’activité tyrosine kinase de récepteure de
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1 ‘insuline et entréine un insulinoresistance transitoire.

La Gq active la phospholipaseC(PLC) qui active IP3 . IP3 stimule la libération de calcium de
réticulum endoplasmique(RE) .La libération de glucose se fait par le glycogene phosphorylase et
I’augmentation du taux de calcium . Aprés de maintenir 1’homeostasie le complexe glucgon-
récepteure est éliminé par endocytose au niveau du foie et des reins (Sandoval D&D, et al 2015)

. L’enzyme dipeptidyl-peptidase peut aussi désactive I’hormone (Pospisilek. JA, et al . 2001 ).
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Figure 15 : Voies de signalisations des hormones pancréatiques
1.3.3.2.3 Interaction insuline —glucagon :

Des hormones tel que I’insuline et le glucagon déclanchent des cascades de signalisation régulent
dynamiquement les flux par les voies métaboliques pour répondre au besoins énergétiques des
cellules et maintenir I’homéostasie.

Homeéostasie métabolique est de maintenir la composition extra et intracellulaire des
métabolites dans différentes conditions physiologiques, tels que, aprés repas , 1’éxercice
physique , le jeune . . Les macronutriments comme le glucose, les acides gras, les acides
amineés stimulent la sécretion d’insuline, tandit que le glucose et les acides gras inhibent la
sécrétion de glucagon ,les acides aminées stimulent cette sécrétion . Dans le plasma, lorsque
les niveaux des macromolécules commencent a augmenter (exemple post-prandiale) la
signalisation de 1’insuline domine sur le glucagon pour activer les voies anaboliques tel que la
glycogénogenese et la lipogenese. . Alors que lors de dépense énergétique (jeune ou éxercice
physique), la signalisation de glucagon domine sur D’insuline pour activer les voies
cataboliques comme la glycogénolyse et la lipolyse . Le maintien de 1’homéostasie par
rétroaction négatif est le principale mécanisme par le quel les voies de signalisation
homéostatique fonctionnent dans le systeme vivant (Twrigiano G 2007) , et toute
perturbation de ces mécanisemes de régulation liée a des états pathologiques comme le

diabete ,I’obésité,la stéatose hépatique,......
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1.4 Diabete de type 2 :

1.4.1 Définition :
Le diabéte de type 2 ou diabéte non insulinodépendant est caractérisé par une déficience

relative en insuline causée par un dysfonctionnement des cellules beta pancréatiques et une
résistance a I'insuline dans les organes cibles. Il résulte de la conjonction de plusieurs géenes de
susceptibilité, dont I'expression dépend de facteurs environnementaux tel que la consommation
excessive de graisses saturées, de sucres rapides ainsi que la sédentarité. (Chatterjee et al.,
2017; Fuchsberger et al., 2016; Langlois, 2008; Rigalleau et al., 2007).

« Le diabéte de type 2 est caractérisé par une hyperinsulinémie accrue, une résistance a
I'insuline et une insuffisance des cellules beta pancréatiques, avec jusqu'a 50% de perte cellulaire
au moment du diagnostic (Chatterjee et al., 2017).

1.4.2 Facteurs de risque du diabéte de type 2 :
De plus, plusieurs facteurs de risque sont associés a DT2 :
« Age Jusqu’a il y a deux décennies, 1’était habituellement présent chez les adultes et les

personnes
Agées. Cette situation était a I’augmentation de la résistance a I’insuline due & la modification de la
composition corporelle (moins de muscle en faveur de tissus plus adipeux), & la capacité réduite de

« Combustion du sucre » et a la diminution progressive de I’activité physique. Menant a la
croissance impressionnante du taux d’obésité, 1’age moyen d’apparition est baisse, et le diabete peut
Maintenant étre trouvé méme chez les enfants.

* ODbésité Personne dont I’indice de masse corporelle (IMC) est égal ou supérieur a 30 kg/m2
est généralement considéré comme obése, L’augmentation du tissu adipeux est un facteur de
risque primaire dans le diabéte. En fait, il existe une corrélation directe entre le pourcentage de
graisse et les cellules résistantes a ’insuline, surtout si la graisse est concentrée dans la région
abdominale. Environ 80% des patients DT2 sont obéses, ce qui n’est pas, cependant, une
condition nécessaire pour développer le diabete.

« Sédentarité Un mode de vie sédentaire peut accroitre le risque de DT2, I’activité physique
Aide a contr6ler le poids corporel et réduire la glycémie en plus de nombreux autres avantages.

« Influences géneétiques La génétique joue un rdle trés important t dans le développement du
DT2, formes courantes de DT2 sont poly génétiques, donc il y a des changements dans les génes
multiples, mais il y a également certaines formes rares de diabete qui sont causées par une
mutation génique unique, connue sous le nom de mono géne diabéte.

(Grosclaude & Ziltener, 2010).
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Figure 16 : Impact des facteurs de risque génétiques et environnementaux sur I’inflammation,
I’auto-immunité et le stress métabolique. (Angelica. A et al ., 2022).

1.4.3 Physiopathologie de daiabete type 02 :

Le diabéte de type 2 (DT2) est caractérise par une dérégulation du métabolisme des glucides,
des lipides et des protéines, et résulte d'une altération de la sécrétion d'insuline, d'une résistance
a l'insuline ou d'une combinaison des deux.(DeFronzo et al., 2015). La résistance a l'insuline
et les troubles de la sécrétion d'insuline sont des facteurs majeurs dans la pathogénése du
diabete de type (Del Prato et al.,2019 ; Kahn et al.,2003)

1.4.3.1 La résistance a ’insuline :

La résistance a l'insuline est a la diminution de la réponse des tissus sensibles a l'insuline a 1’action
de Il'insuline. L'insuline ne peut pas exercer ses pleines activités biologiques, L'excés de glucose
reste dans la circulation sanguine ce qui provoque une hyperglycémie, et les tissus modifient
leurs voies métaboliques en réponse a absorption d'énergie inadéquate, sous-jacente a des
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troubles tels qu'une altération des fonctions de tissu adipeux , obésité, inflammation,

dyslipidémie, production d'espéces réactives oxydatives (ROS), athérosclérose,

dysfonctionnement endothélium et hypertension (Fonseca VA.2009)
1.4.3.1.1 Mécanisme de I’insulino-résisitance :

la résistance a l'insuline est définie comme une incapacité d'un certain type de tissus a répondre a des
niveaux d'insuline normaux. Alors, les effets régulateurs du glucose tels que la suppression du HGP
et de la lipolyse, I'absorption cellulaire du glucose plasmatique et la synthese nette de glycogene ne
sont pas observés dans les tissus résistants a I’insuline. Le muscle squelettique est un tissu central
pour l'infexation du glucose stimulé par I'insuline, le foie et le tissu adipeux sont les sites critiques
pour la signalisation de I'insuline induite par le glucose, ces tissus sont considérés comme essentiels a

la compréhension des mécanismes responsables de la résistance a l'insuline :

1.4.3.1.1.1 Dans les muscles :
La principale fonction de I'insuline dans le muscle squelettique est de favoriser I'absorption cellulaire

du glucose, un processus controlé par Translocation GLUT4 (Petersen MC .2018)

Alors I’IR musculaire est caractésée par une altération des capacités d’absorption du glucose par
le myocyte (Shulman G1.2014) . La captation du glucose par le muscle est insulinodépendante et
découle de I’expression du transporteur membranaire GLUT-4. L’atteinte de GLUT-4, résulte
d’une diminution de fonction de phosphorylation de INSR altérant la cascade de transduction du
signal passant par IRS-1, PI3K et la voie AKT. L’atteinte de I’activité d’AKT restreint
I’expression membranaire de GLUT-4 ainsi qu’a son expression transrationnelle. En
conséquence, le métabolisme glucidique s’altére avec une diminution de la glycogénese

musculaire (Petersen MC .2018)
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Figure 17: Consequences fonctionnelles du muscle squelettique résistance a l'insuline
(Max Cetal .,.2018)
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1.4.3.1.1.2 Dans le foie et tissu adipeux

Chez les patients atteints de I’IR, I'insuline ne peut pas réguler la synthése hépatique du glycogéne ou
la production de glucose, et augmente la gluconéogenése hépatique., cette augmentation est associée
a défauts de lipolyse dans le tissu adipeux et la suppression de FOXOL. ( Lee et al .,.2022)

Dans le foie, une augmentation transitoire du DAG qui provienne a la fois de la réestérification
des acides gras et de la lipogenese de novo, due a un déséquilibre des flux intra hépatocellulaires,
entraine l'activation de l'isoforme PKCe qui se lie et inhibe la tyrosine kinase du récepteur de
I'insuline, entrainant une diminution du glycogéne stimulé par I'insuline (Shulman, et al ,.2014).
« Dans le méme temps, il a été montré que le tissu adipeux répond aux stress métaboliques par une
sécrétion accrue de molécules pro-inflammatoires a action locale et systémique, fortement corrélée a
I’insulino-résistance et ses complications métaboliques. L’infiltration macrophagique du tissu
adipeux stimule la lipolyse adipocytaire, augmentant 1’afflux d’acides gras dans les tissus non

adipeux et stimulant la synthése hépatique de triglycérides. (Vigouroux, C .2019)
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Figure 18 : Mécanismes moléculaires de la résistance a l'insuline hépatique induite par les
lipides. (Shulmanet al ,..2014)
1.4.3.2 le dysfonctionnement des cellules béta :

Une caractéristique importante du DT2 est la réponse des cellules béta afin de s'adapter face aux
différents facteurs de stress en augmentant a la fois la fonction et la masse. Cependant, a mesure
que la pathologie progresse et devient chronique, les cellules béta pancréatiques devient
défaillantes.(Muoio et al., 2008).
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La defaillance des cellules béta est la conséquence de plusieurs facteurs, notamment d’une

glucotoxicité, d'un stress oxydatif, d'une inflammation et d'une perte d'expression des

composants fondamentaux de la machinerie sécrétoire du granule d'insuline.

Notion de glucotoxicité : I'nyperglycémie chronique peut entrainer une diminution des granules
de sécrétion d'insuline par le B cellules, diminuant la quantité d'insuline disponible pour de

nouvelles réponses au glucose et induisant la mort des cellules B .(Fonseca VA.2009)

Notion de Lipotoxicité : des niveaux chroniquement élevés d'acides gras libres (FFA) peuvent
augmenter le taux basal de la sécrétion d'insuline et affecter la synthése ou la conversion de la
pro insuline en insuline, conduisant a réserves d'insuline épuisées, il a également été observé que

la lipotoxicité induisait I'apoptose des cellules f (Donath MY 2011)

Inflammation : L’inflammation systémique est un facteur contributeur a la résistance a
I’insuline, elle se produit principalement dans les tissus adipeux et le foie (Cai et al.,2005). De
nombreux médiateurs de I’inflammation sécrétés par les cellules immunitaires et les adipocytes
contribuent au développement de I’insulinorésistance. Des concentrations €levées en cytokines
pro-inflammatoires, telles que I'IL-6 et le TNF, et un nombre important de macrophages et
d'autres cellules inflammatoires sont observés dans le tissu adipeux, le foie et le sérum des

patients et des animaux présentant une résistance a l'insuline (Romeo et al.,2012).
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Figure 19: Signaling pathways involved in insulin secretion in -cells in physiological
conditions (A) and mechanisms leading to dysfunction (B). (Galicia-Garcia,2020)
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1.4.5 L’obésité, inflammation et I’insuline-résistance :
Le tissu adipeux blanc est le site principal de stockage d'énergie, mais il est maintenant reconnu

comme un participant actif dans la régulation des processus physiologiques et pathologiques, y
compris Immunité et inflammation. 1l a une fonction endocrine en sécrétant au moins deux
hormones principales, la leptine et I'adiponectine. Ca peut d'autres produits, appelés adipokines,
notamment des cytokines et des chimiokines, impliqués dans le processus inflammatoire. Les
graisses et les glucides contenant dans une suralimentation chronique vont stocker dans les tissus
viscéraux et ectopiques résultant 1’obésité qui provoque a la suite un stress métabolique et une
lipotoxicité. Ce stress métabolique est principalement initié par une hypertrophie anormale des
adipocytes, ces derniers libérent plus de FFA dans la circulation sanguine exigeant une grande
oxydation et une grande production des ROS. De plus cette hypertrophie guide a une production
anormale d’adipokines et I’activation de voies de signalisation pro-inflammatoires, se traduisant
par une induction de marqueurs plasmatiques de I’inflammation tels que TNF-alpha, d’IL-6 et
élévation des concentrations plasmatiques de CRP (Bruno. F et al,.2006)

Le TNF-a et I'IL-6 gravent la résistance a l'insuline en activant le récepteur TNF-a (TNFR) et
d'autres récepteurs de cytokines , qui induit ensuite I'expression du suppresseur de la signalisation
des cytokines (SOCS), qui liés directement au récepteur de l'insuline via les domaines SH2 et
empécher la phosphorylation de la tyrosine IRS. Donc I'obésité entraine une inflammation a bas
grade, une résistance a l'insuline dans le tissu adipeux, les muscles et le foie (avec stimulation a la
fois de la gluconéogenese et de la glycogénolyse), provoque aussi une défaillance des cellules B3, et

augmente le stress oxydatif, ce qui déclenche le développement du DT2.( Thiago M et al .,2021)
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Figure 20: Extrinsic factors contributing to insulin resistance.( Thiago M et al .,2021)
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1.4.6 Maladies associés au diabéte type 2

1.4.6.1Maladies hépatiques non alcooliques

Le diabéte type 2 éxpose de nombreuses complications qui procédent des mécanismes
complexes associant I’hyperglycemie, I’insulinorésistance, I’inflammation a bas grade 1’obésité
et I’athérogenése accélereé. (Schlinger .2013). Parmi les complications émergentes du diabete
type deux figurent certains canceres, le syndrome d’apneé du someil et la stéatose hépatique non
alcoolique NALFD (Schlienger. 2013)

1.4.6.1.1 La stéatose Hépatique :

NAFLD est une affection hépatique chronique souvent associe au diabete type 2, sa prévalance
est en augmentation progressive dans les dernnieres anneés en raison de 1’épidémie mondiale de
surcharge pondérale, la résistance a I’insuline, 1I’obésité (Gariani K ;et al .2012).

1.4.6.1.1.1 Définition :

NAFLD est déffinie comme 1’accumulation des lipides sous forme de triglycerides(TG) dans les
hépatocytes en abscence de consommation de 1’alcool. Appeleé aussi stéatose métabolique
(Loomba R, et al 2021)

Le mot stéatose signifie gouttellettes lipidiques, donc les lipides s’accumulent dans des vacuoles
cytoplasmiques des hépatocytes. La stéatose est significative lorsqu’elle est superieure a

5%(Rodolphe A, et al 2019). Le spectre de dévloppement de NAFLD allant d’un simple
stéatose

hépatique ou foie gras NAFL, caractérisée par la présence de vacuoles lipidiques généralement
macrovésiculaire au sein des hépatocytes, et est réverssible et assymptomatique, jusqua la stéato-

hépatite non-alcoolique NASH, fiborose,cirrhose (Smith BW . 2011 ) et meme jusqu’au
carcinome hépatocellulaire CHC

NASH est définie par I’association d’une stéatose et une inflammation comprent une infiltration
des cellules inflammatoires (macrophages, lymphocytes, polynucélaires neutrophiles) et des
signes de soufrance hépatocytaire a type de ballonisation(Rodolphe A et al , .2019) .

La fibrose dans la stéatose hepatique non alcoolique se dévloppe comme dans la maladie alcoolique,
selon une localisation particuliére, d’abord périsinusoidale en région péricentrolobulaire puis une
fibrose sinusoidale dense peut apparaitre. Une cirrhose peut etre associe a une fibrose.

.1.4.6.1.1.2 Physiopathologie de stéatose hépatique nonalcoolique (NAFLD) :
La stéatose hépatique enjeu majeur de santé publique, considéreé comme la premiére cause des
maladies hépatique chronique et de transplantation hépatique .La NAFLD est la complication
hépatique du syndrome meétabolique caractériseé par des lésions hépatiques due a une
accumullation des lipides (TG) , quand associe a I’inflammation évaluéé vers NASH, et peut

aller vers la fibrose , cirrhose ou CHC.
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La physiopathologie est complexe et consiste notament a 1’accumulation des lipides, phénomene

inflammatoire et un dysfonctionnement mitochondriale.(Day CP, et al 1989 ).

1.4.6.1.1.2.1 Les Maladies associes au diabete
1.4.6.1.2.2 Maladies hépatiques non alcoolique :

Le diabéte type 2 éxpose de nombreuses complications qui procédent des mécanismes
complexes associant I’hyperglycemie, 1’insulinorésistance 1’inflammation a bas grade 1’obésité et
I’athérogenése accélereé.( Schlinger .La press medical 2013). Parmi les complications
émergentes du diabéte type deux figurent certains canceres , le syndrome d’apneé du someil et

la stéatose hépatique non alcoolique NALFD (Schlienger.La presse medicale2013) .

NAFLD est une affection hépatique chronique souvent associe au diabete type 2, sa prévalance
est en augmentation progressive dans les dernnieres anneés en raison de 1’épidémie mondiale de

surcharge pondérale , la résistance a 1’insuline, 1’obésité(Gariani K ;et al .2012).
A _Déffinition :

NAFLD est déffinie comme 1’accumulation des lipides sous forme de triglycerides(TG) dans
les hépatocytes en abscence de consommation de [’alcool .  Appeleé¢ aussi stéatose

métabolique(Loomba R , et al 2021)

Le mot steatose signifie gouttellettes lipidiques , donc les lipides s’accumulent dans des
vacuoles cytoplasmiques des hépatocytes. La stéatose est significative lorsqu’elle est superieure
a 5%(Rodolphe A, et al 2019). Le spectre de dévloppement de NAFLD allant d’un simple
stéatose hépatique ou foie gras NAFL,caractérisée par la présence de vacuoles lipidiques
généralement macrovésiculaire au sein des hépatocytes , et est réverssible et assymptomatique ,
jusqua la stéato-hépatite non-alcoolique NASH,fiborose,cirrhose (Smith BW . 2011 ) et meme

jusqu’au carcinome hépatocellulaire CHC

NASH est définie par ’association d’une stéatose et une inflammation comprent une infiltration
des cellules inflammatoires (macrophages,lymphocytes,polynucélaires neutrophiles) et des
signes de soufrance hépatocytaire a type de ballonisation(Rodolphe A, Philips G .2019) .

La fibrose dans la stéatose hépatique non alcoolique se dévloppe comme dans la maladie
alcoolique, selon une localisation particuliére,d’abord périsinusoidale en région
péricentrolobulaire puis une fibrose sinusoidale dense peut apparaitre. Une cirrhose peut etre

associe a une fibrose.
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1.4.6.1.2.3 Physiopathologie de stéatose hépatique nonalcoolique (NAFLD) :

La stéatose hépatique enjeu majeur de santé publique, considéreé comme la premiere cause des
maladies hépatique chronique et de transplantation hépatique .La NAFLD est la complication
hépatique du syndrome meétabolique caractériseé par des lésions hépatiques due a une
accumullation des lipides (TG) , quand associe a I’inflammation évaluéé vers NASH, et peut
aller vers la fibrose , cirrhose ou CHC.

La physiopathologie est complexe et consiste notament a I’accumulation des lipides ,phénoméne

inflammatoire et un dysfonctionnement mitochondriale.(Day CP, et al 1989 ).
A) Apparition de stéatose :

Les lipides hépatiques sont issus de la lipolyse du tissu adipeux cutané et vesérale (60%) , les
chylomicrons d’origine alimentaire(15%) et la lipogenése de novo (25%) (Donnelly KI, et a
J,2005) . En cas de nécessité par éxemple cas de jeune la lipolyse de tissu adipeux
péréphérique fournisse de 1’énergie par la dégradation des TG stockés , cette lipolyse est
normalement inhibeé par I’unsuline . Chez les patients insulinorésistants (diabéte et/ou obésité)
le procéssus n’est pas inhibé ce qui induit une libération des AGL dans la circulation et par
conséquent dans le foie (Rodolphe A,Phillipr G 2019) . La lipogenése de novo est activeé par
le glucose et le fructose, car ce dernier presque totalement capturé par le foie et transformé en
lipides (plutot qu’en glycogéne), concernant les voies d’utilisation des lipides ,la béta oxydation
et ’éxport des VLDL sont altéreés chez les patients NAFLD ,I’augmentation de la béta
oxydation (chez ’homme les donnés sont contradictoires) favorise la production des radicaux
libres , lorsque les défenses antioxydant sont dépassés le stress devient délétere et altére la
mitochondrie et d’autre organites , I’éxport hépatique des VLDL est augmenté pour compensé la
surcharge en lipides qui contribue a I’augmentation des TG et la diminution des HDL(deux
éléments de syndrome métabolique), la stéatose est souvent associe a une insulinorésistance
hépatique ce qui traduit I’hyperglycémie a jeun grace a la production endogene de glucose .La
péesence d’un stéatose pure sans inflammation est bénigne car les hépatocytes stockent les AGL

toxique sous forme de TG inerte dans des gouttelletes lipidiques (Rodolphe A,Phillipr G 2019)

B) Apparition de NASH :

Les mécanismes physiopathologiques de la NASH sont essentielement 1’inflammation ,la mort
cellulaire et la fibrogenése qui sont en interrelation.Le stréss oxydant et la dysfonction
mitochondriale joueraient un role éssentiel(Rodolphe A,Phillipe G 2019) . les altérations

fonctionnelles et structurales des mitochondries sont traduit par des anomalies de la chaine
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réspiratoire ,peuvent amené a 1’activation intrinséque de la mort cellulaire par appoptose via

I’activation des caspases et la production des cytokines proinflammatoires . L’altération de la
béta  oxydation des acides gras conduit a I’accumulation des lipides
intermédiaires(AGL,diacéylglécérol,phospholipides,.....)particulierement  toxiques pour les
hépatocytes (notion de lipotoxicité).La lipotoxicité est particulierement impliqueé dans
I’apparition de NASH et induisant le stress oxydant de réticulum endoplasmique qui peut aussi
génere des signaux de mort cellulaire et améne a la production des cytokines proinflammatoire

comme IL-1béta(Lebraupin C,

et al 2015 ). La souffrance et la mort cellulaire libere des DAMPs(danger associated molecular
patterns),comme 1’exasomes petites vésicules viéculent les signaux de stress vers les cellules
distants,des débrits membranaires ou ADN cellulaire, les DAMPs peuvent activer les cellules
inflammatoires hépatique et les cellules stéllaires ,d’autres DAMPs comme les cytokines ,micro-
ARN vont activer la transcription des genes impliqués dans la prolifération,la différenciation et
la viabilité cellulaire . L.’activation des cellules de KUPFFER et stellaires augmente 1’expression
des chimokines (exemple CCL2) qui accompagne I’enrechissement hépatique en
monocytes/macrophages et contribue a la mise en place de I’inflammatio hépatique, les cellules
stéllaires différencies en myofibroblases pour I’initiation de la fibrogenése . Les PAMPs issus du
microbiotes intestinale peuvent activer les macrophages résiduelles ou recrutée du foie en
favorisant la dominance de phénotype M1 proinflammatoire,et par conséquent la production des
cytokines proinflammatoires tel que IL_6,IL-1, TNFalpha ( Wellen KE, et al .2005, Dimitrov S,
et al .2017, Aleksandrova K, et al 2014

C) Apparition de la fibrose :

La fibrose est un mécanisme de cicatrisation déclanché par des hépatocytes stésses ou
endommagés et les macrophages activés , les myofibroblastes issus des cellules stéllaires
produisent les proteines de la matrice extracellulaire , la fibrose dépent de la fibrogenése et la
fibrolyse et apparait quand les capacités hépatiques de la fibrolyse sont épuiés(Rodolphe
A,Phillipe G 2019).
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Figure 21 : Physiopathologie de stéatose hépatique métabolique (ELSEVIER .2019)

1.4.7 Modeéles expérimentaux de Diabete
L’étude de pathologies nécéssite souvent la mise en place de modeles animaux dévloppant des

symptomes se rapprochant le plus possible a ceux retrouvés chez I’homme. Cette utilisation a
pour bute de mieux comprendre I’étiologie, la physiopathologie, les complications des
pathologies et aussi pour téster 1’éfficacité de traitement potentiels contre ces maladies.

A/ Modéles de diabéte induit par substance chimique :

Ces substances sont toxiques pour les cellules béta de langerhans, les plus utilisés sont :
L’alloxane dont la toxicité est due a la production des radicaux libres d’oxygene.

La Streptozotocine a forte dose détruit les cellules béta. A faible dose répéteé induit une
insulite,suivi de la déstruction des cellules béta par mécanisme dépendant de cellules T.
L’alloxane et le streptozotocine sont des analogues du glucose et agissent sur les cellules béta
par ’intermidiére de récépteur de glucose GLUT2(Alsner et al2002, Schned et al1994).
B/Pancréatectomie :

Cette technique n’est ni pratique, ni éthique, elle est plus utilisable chez les gros animaux que

chez les rongeures, surtout dans les études de la transplantation des ilots chez le porc
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(Emamullee et al 2009). La pancreatectomie chirurgicale permet de réaliser une ablation de

90% du pancréa endocrine de 1’animale, au début la glycemie est normale mais 6 a7 semaines
apres elle s’éléve et apparait une intolérance au glucose.

C/Modeéles génetiques :

1)Souris ob/ob : décrites dans les années 70, les souris ob/ob (C57BL/65-0b/ob)sont porteuses
d’une mutation autosomique récéssive sur le géne de la 1éptine (Friednan 1991 ;Zhang1994),
elles sont obeses ,hyperinsulinémique, hyperglycemique des la quatriéme semaine de la vie.
2)Souris db/db : souris C57BL/KsJ-db/db) possedent une mutation autosomique récéssive sur le
géne du récépteur de la léptine(Chen et al 1996) . Dés la 4°™ & la 8™ semaines les animaux

présentent une élévation de la glycemie, ils dévloppent une cétose et ont une dureé de vie courte
(Srinivasan et al 2007).

3)Rats ZUCKER fa/fa : rats obéses (fatty)ont été découvertes en 1991 ,ils possedent une
mutation du géne de récépteur de la Iéptine (Phillips et al 1996), ces animaux dévloppent une
résistance a ’insuline ,une altération modérée de la tolérance au glucose,une dyslipidémie et une
hyperinsulinémie(Aexandre de Artinano2009).

4) Rats ZUCKER diabétiques : la ligne de rats ZUCKER diabétique(ZDF) a été établie en
1985 et devloppée comme modéle génétique en 1991, ce modele dévloppe rapidement une

hyperinsulinémie, une hypertriglyceridémie et une hyperglycemie entre la 7€M et la 12°™€
semaine et présente aussi des signes de complications de diabéte (Shibata et al 2000).

5) Rats OLETF : Otsuka Long Everus Tokushniva Fatty, ces rats défficients en récepteur
CCK-1, présentent une insensibilité aux actions de cette protéine qui se traduit par I’absence de
I’inhibition de la prise alimentaire, ce modéle dévloppe une hyperglycemie et une diminution
de la tolérance au glucose. Ces rats présentent également des complications rénales (Lee et al
2011).

1.4.7.1 Diabéte induit par régime hyperlipidique :

L’induction de diabéte par alimentation hyperlipidique chez les modéles éxpérimentaux (rats ou
souris) se fait par un grand nombre de protocoles , utilisant des régimes enrichis en graisses
,appelés aussi régimes High-Fat(HF). Nous citerons ci dessous quelques exemples de diadete
induit par régime hyperlipidique.

L’obésité induite en nourissant les souris par un régime riche en graisse a été décrite chez des souris
C57BI/6 et été utilisé dans de nombreuse études(Surwit et al 1988).La résistance a I’insuline ,
I’intolérance au glucoser et une prise de poid ,sont les caractéristiques de ce modéle (Winsell et al
2004). De plus il a été démontré que les souris nouriées a haute tenneur en graisses peuvent peser

plus que les souris témoins, et que la prise de poid est lié a la résistance a 1’insuline .Chez les rats ,
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les souches Sprague Dawley et wister sont souvent utiliseés (Marques et al 2016).

Le rat de sable : Psammomys Obesus, dévloppe une obésité et un diabete lorsque il est nourit
avec un régime hypercalorique de laboratoire (Shafrir et al 2006) ,initialement les rats
dévloppent une hyperphagie ,une obésité ,une hyperinsulinémie ,un intolérance au glucose
avec des cellules des ilots pancréatiques restent intact suivit d’une dégénérescense des cellules
béta ,puis carence profonde en insuline , et finalement la mort de 1’animale( shafrir 2001).Rat
d’herbe de nile(Arvicanthis niloticus) a été¢ proposé comme modele de syndrome métabolique
(Noda et al 2010) .

Les régimes riches en lipides et en saccharose sont également utiliseés pour induire un

déséquilibre glycemique chez les rongeures (Fernandes S et al 2009, Sampath et al 2014).
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Chapitre 02 : Le stress oxydatif, diabéte et hyperglycémie chronique
Chapitre 02 : Le stress oxydatif, diabéte et hyperglycémie

chronique 2.1 Déffinition de stress oxydant :

La notion de RADICAUX LIBRE, STRESS OXYDANT et ANTIOXYDANT est de plus en
plus souvent utilusés pour éxpliquer différentes atteintes pathologiques et leur approche
thérapeutique. Au milieu des anneés 50 Guschman et Harton, ont montré que la molécule
d’oxygene indispensable a la vie peut entrainer des éffets dommageables dans 1’organisme et
qu’elle est toxique. En 1969 les amiricains MC Cord et Fridavich isolent a partir des globules
rouges humains un systeme enzymatique antioxydant ; LA SUPEROXYDE
DISMUTASE(SOD), qui élimine le radicale libre superoxyde , démontrant ,ainsi, pour la
premicre fois que notre organisme produit des éspeces réactives de 1’oxygene(EOA) .
(J.Haleng et al 2007).Cette découverte sera le point de départ de nombreuses recherches sur le
stress oxydant.

Notre mode de vie (tabagisme, sédentaritée, alcoolisme, obésité,..) ,les rayons solaires
,notament, les UV , mais aussi notre mauvaises habitudes alimentaires augmentent de facon
anormale la production des EOA dans notre organisme.

Le stréss oxydant correspond a un déséquilibre entre la génération d’éspeces réactives de 1’oxygene
EOA et les défenses antioxydants de 1’organisme ,en faveur des premiers (J Haleng et al 2000)

2.2 Les radicaux libres :

La matiére vivante est composeé¢ d’atomes qui comprénnent réspectivement ,des éléments
appartennant au noyau (les protons) ,et les éléctrons qui forment un nuage orbitale autour de
celui ci par des mouvements de rotation .Ces mouvements correspond a une énergie importante
qui rend ces composes instables, c’est a dire réactifs avec des éléments voisins pour etre stable
par la formation de couples ou paires d’éléctrons (Xavier L ,2009 ) .

On appelle radicale libre tout corps qui contient un ou plusieurs éléctrons libres (célébataires)
sur leur couche périphérique ,le rend trés réactif (Xavier L , 2009) .Ces radicaux vont réagir
avec d’autres composés (enzymes,ADN,lipides, proteines,glucides) pour devenir plus stable .
Les radicaux peuvent etre dérivés de 1’oxygeéne appeles éspeces réactives de I’oxygene (ERO)
,0U éspeces composes de I’oxygene et de 1’azote ou de chlore.L’appelation ERO inclue :
*L’anion superoxyde O2- : est un radical modérément réactif (Maamari et al 2008) ,ce
radical est le substrat d’enzymes comme la superoxyde dismutase (SOD), qui le transforme en
pyroxyde d’hydrogéne (H202), ce dérnier peut avoir différents distinés ,en présence de
métaux ,en particulier le fer(Fe+2), il sera transformer en en radicale hydroxyle (OH) par la
réaction de fenton. *Le radical hydraxyde (OH) :,posséde une extreme reactivité et va

oxyder rapidement les molécules voisines fortement , en d’autres radicaux libres (Morel et al
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1999,Gardes-Albert et al 2005) ,le radical hydroxyle produit au sein de la cellule suite a une

réaction de Haber-weiss en présence de H202 ou la réaction de Fenton (Gardeés-Albert
2005). Les cibles biologiques de de radical hydroxyle sont ,les proteines,les lipides , les acides
aminés(\Vogitazi et al 2009).

*Le péroxyde d’hydrogeéne : est un dérivé oxygéné non radicalaire mais toxique ,il a
tendance a attirer les éléctrons d’autres atomes et molécules pour etre stable (Dellatre et al
2005).

02.- + Fe*' i O2 + Fe**
H,0, + Fe* ——~ OH' + OH" + Fe’*  (réaction de Fenton)

0,” + H,0, — OH + OH + O, (réaction de Haber-Weiss)

Figure 22 : REACTION DE FENTON ET REACTION DE HABER-WEISS (Gardés-Albert et
Jore ,2005).

*L’oxygeéne singuliet ,avec une durée de vie trés courte et une extreme réactivité(Maamari
2008).

*L_e radical pyroxyde (ROO-) issu de substrats organiques.

Les ROS peuvent provenir de différents compartiment cellulaires ,parmi les quels ,la
membrane plasmique ,le réticulum endoplasmique ,les péroxysomes( Freeman et al 1981) , en
éffet la mitochondrie est la principale source des ROS avec une production de 90% des ROS
(Balaban et al 2005).
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Figure 23 : REACTION DE FENTON ET REACTION DE HABER-WEISS.(Valko M et al
2006).
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Il est imporant de noter que les éspeces réactives de 1’oxygéne n’ont pas uniquement des éffets

nocifs ,mais elles jouent de roles physiologiques imporants, dans I’orientation des cellules vers
I’appoptose ,la prolifération des muscles lisses ou la différentiation cellulaire (Haleng J , et al
2007 ) ,la défence de I’organisme par action toxiqu contre les bactéries , le porcéssus de
fécondation et durant I’embiogenése.

2.3 Défense antioxydant :

L’organisme dispose un ensemble de défenses antioxydants qui sont des substances présentes dans
I’organisme en concentration relativement faible , capablent d’entrer en compitition avec des
molécules oxydants , et par conséquant a retarder de facon signeficative ,ou d’inhiber I’oxydation
des substrats (Haleng et al 2007) . On distingue deux sources des antioxydants ; L une est apportée
par I’alimentation sous forme de fruits et Iégumes riches en ,vitamines Cet E, caroténoides

e ; L’autre source est endogene ,est se compose d’enzymes (superoxyde dismutase , glutathion
péroxydase ,catalase) et de proéines (ferritine , transférrine , albumine ...) , et de systéme de
réparation des dommages oxydatifs comme les endonucléases . A cela ajoutant quelques
oligoéléments comme le séinium,le cuivre ,le zinc ,qui sont des co-facteurs d’enzymes antioxydants.
2.3.1 Défense enzymatique :

2.3.1.1 Superoxyde dismutase (SOD) :

Sont des métaloprotéines, présentent chez tous les etres aerobies, sauf quelques lactobacilles,
représentent une des premiéres lignes de défense antioxydant . Il éxiste 3 types de SOD selon le
co-facteur et la localisation, la Cu/Zn SOD1 dans le cytosle et le cytoplasme , la Cu/Zn SOD2
extracellulaire et la Mn SOD au niveau de mitochondrie .Les SOD assurent 1’élimination de
I’anion superoxyde d’oxygene (Vameeq J et al , 2004 ) ,par une réaction de dismutation . SOD3
est secrété par les cellules musculaires lisses et constitue un systéme antioxydant majeur de la
paroi artérielle,son éxpréssion est augmenté par les facteures vasoactifs (histamine, endothéline
1, angiotensine 2) etdiminuée par 1’homocystéine (Haleng J, et al 2007 )

2.3.1.2 Le Glutathion :

Est un tripeptide, constitue de trois acides aminnées (acide glutamique , cystéine , glycine ),un
thiol (SH) majoritaire dans les cellules ,il protege ,les lipides ,les protéines et les acides
nucléiques contre 1’oxydation(Stamler et al 1996)

2.3.1.3 Glutathion Peroxydase

Le glutathion péroxydase est un sélénoprotéine ,avec quatre atomes de sélénium , il y’a cinq
isoformes de GPX (Couaillet L, 2015 ) . Elle catalyse la réduction des hydropéroxydes en
molécule d’eau ou d’alcool ,couplée a I’oxydation d’un substrat comportant un fonction
thiol(glutathion) Le glutathion réduit GSH a un rdle principal, consiste a 1’élimination des

peroxydes lipidiques issus de stress oxydant (Haleng J , 2007)
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Le glutathion sous sa forme oxydée régénere la glutathion réduite en présence de NADPH via

I’intervention de glutathion réductase (Vameeq J , et al 2004), selon la réaction .Le glutathion
est prédominant sous sa forme réduit, et le rapport glutathion réduit /glutathion oxydé dépend
de la concentration des especes oxydantes.

2.3.1.4 La catalase :

Elle présente essentiellement dans les péroxysomes, les érythrocytes ,les hépatocytes et les
reins . La catalase ,catalyse la dismutation de péroxyde d’hydrogéne en eau et oxygene

moléculaure (Haleng J ,et al 2007) , selon la réaction .

D vy b A3 Y
ta n
‘“g ::? y

l-.. STl

Qs + Qe +2HY -

—> ()2 + H‘).()z

CAT
H)()jg g }'I?()? > ZH?() - (-)3
H,O, + 2GSH R N TOWGSSG

Figure 24 : La défense enzymatique (Cheng Peng et al 2014 )
2.3.2 Les vitamines

A/ Vitamine C :

La plupart des mammiféres synthétisent la vitamine C dans leur foie ,ou leur reis a 1’éxception de
I’homme ,qui doit apporter un apport alimentaire d’environ 100mg ,via une alimentation riche en
vitamine C .Cette vitamine neutralise les ROS hydrosolubles comme ,le radical hydroxyle et le
péroxyde d’oxygéne (OH,O) et agit en synergie avec la vitamine E . Elle inhibe la péroxydation des

lipides car elle permet la regénération de le vitamine E(alpha-tocophérol),impliqueé dans la
synthése de collagéne , des globules ropuges , et dans les mécanismes de métabolisation de fer
.elle présente essentiellement , dans les agrumes (Suuki A et al 2011) B/ Vitamine E :

Est un ensemble d’isomeres ,les tocophérols et les tocotriols , I’isomere principal est I’alpha

tocophérol . C’est unantioxydant majeur, liposoluble , elle neutralise les radicaux libres

organiques et diminue la péroxydation des lipides (Evans 2000) .

2.3.3 Les carotéenoides :

La plupart des caroténoides ont une propriété antioxydante (Causse2005) . Les légumes et les
fruits sont les pricipales sources alimentaires des caroténoides ,comme la lycopéne ,pigment
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rouge de tomate . Le chef de file des caroténoides est le béta carotene qui le précurseur de

vitamine A . De plus il est suggeré que les caroténoides joue un role dans le prévention contre le
diabéte (Suzuki A et al 2011) .

2.3.4 Les oligoéléments :

Le cuivre, le zinc le manganése ,le sélénium et le fer sont des oligoéléments (Suzuki et al
2011) . Le sélénium n’est pas un oligoélément en tant que tel mais joue le role de co-facteur
de GPX,le cuivre est un co-facteur de 1’enzyme antioxydante SOD , le zinc est un co-facteur
de nombreuses enzymes de métabolisme nucléaire ,co-facteur de SOD ,la catalase besoin de
fer (Vincent et al 2006) .

2.4 Conséquences de ’hyperproduction des radicaux libres :

Le role des ROS dans 1’apparition des dommages intra et /ou éxtra cellulaire a été démontré
depuis longtemps . Les radicaux hydroxyle sont les plus dommageables en raison de leur
éxtreme réactivité ,les radicaux superoxydes sont aussi réactifs vis avis la majorité des substrats ,
ces dommages sz traduit par 1’oxydation de ’ADN ,des protéines , des lipides et meme la mort
cellulaire (Boutaber 2007) .

*ADN : Les cassures des brins , les pontages intra et iner brins , les mutations au sein de la
molécule de I’ADN (bases puriques et pyrimédiques ),sont induitent par les ROS(Wang et al
2007)

.La guanine par exemple peut réagire avec le radicale hydroxyle pour former la 8-hydroxy-2-
désoxyguanosine qui s’associe a 1’adénine au lieu de cytosine entrainant ainssi des mutations au
sein de I’ADN impliquées dans le cancer et le veillessement .

*PROTEINES : Les ROS réagissent avec certains acides aminées(AA) in vitro produisant ainsi des
protéines modifiees , et non fonctionnelles ,qui pouraient en outre etres résponsabes de stress
oxydant (Asatullah A et al 2015) .Les AA les plus réactifs sont sont I’histidine , la proline , la
tryptophane la cystéine et la tyrosine , I’intéraction ROS-AA entraine la formation d’un groupement
carbonyl .Le dosage des protéines carbonylés est un marqueur de stress oxydant in vivo et in vitro
(Donne et al 2006 ,Cevionh et al 2000) .

*Les lipoprotéines : Les lipoprotéines sont des composes hydrosolubles constitués de
I’association

entre les lipides et les protéines ,qui transportent les lipdes dans 1’organisme . L ‘intéraction entr
les ROS et les lipoprotéines a faible densité LDL donne naissance a des LDL oxydés facilement
captés par les macrophages , ces derniéres sont transformés en cellules spumeuses (Nakijimi K
et al 2006)

, de plus les LDL oxydés sont immunogénes et entraines 1’activation de la voie classique de

compliment et générent la sécrétion des cytokine proinflammatoires par les macrophages (Saad
et al 2006 ) .
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*Les lipides membrannaires : L’oxydation des lipides membrannaires (phospholipides)

modifie la structure chimique de la membrane cellulaire ,la péroxydation des lipides se fait sur
des acides gras polyinsaturés (AGPI ) ,tels que les acides linoléique , 1’acide linolénique ,et
I’acide arachidonique ,et entraine l’altération de la fluidité de la membrane plasmique ,qui

conduit a la mort cellulaire ,si la péroxydation n’est pas neutralisé par le glutathion péroxydase
2.5 Stress oxydant et diabete :

Le diabéte est un désordre métabolique caractérisé par une hyperglycemie et une perturbation
des métabolismes glucidique, lipidique et proteique, causée par une défiscience de sécrétion et
/ou de I’activité de I’insuline. Un état de streéss oxydant a été décrite dans le diabéte ,il s’ajit d’un
déséquilibre entre la production des éspéces réactives de 1’oxygene et les défenses antioxydants
(Bonnefont-Rousslot D 2002,Laight DW et al 2000) . Ce stress pourait etre impliqué dans les
atteintes tissulaires (Betterridge DJ 2000).
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Figure 25: Diabéte et stréss oxydan (Bonnefont-Rousselot et al 2004 ).
2.5.1 Hyrperglycemie chronique et stress oxydant :
Plusieurs mécanismes peuvent etres impliqués dans la génése d’un stréss oxydant dans les
conditions d’hyperglycemie chronique ,I’auto-oxydation de glucose, la surproduction des
radicaux superoxydes par la chaine résperatoire mitochondiale, et par ’activation de NAD(P)H
oxydase vasculaire ,voie des polyols et la formation des produits avancés de de glycation non
enzymatique(AGE)(Bonnefont-Rousselot D,et al 2004).
La majorité d’énergie est produite par la chaine réspératoire de transfert des éléctrons
mitochondriale. L’oxygeéne que nous rispirons est réduit en molécules d’eau par I’intermédiere
de protéines de quatre complexes enzymatiques localisés dans la membrane mitochondriale

interne,(figure 25)
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Cette réaction est catalysée par le cytochrome C oxydase présente dans le complexe quatre de la

chaine de transport des éléctrons ,elle conduit a la formation d’énergie (ATP) (Couaillet L
,2015). Cependant 2% de ’oxygeéne n’est pas réduit en H20, il est transformé en éspeces
oxygénées réactives ,cette transformation est normale chez tout les etres aerobies ,mais elle est
accrue en présence de forte concentration de glucose (Nishikawa T et al 2000). Au niveau des
deux cites de la chaine réspératoire ,la NADH désydrogénase du complexe 1 et I’interface entre
I’ubiquinone et le complexe 4 ,ces radicaux sont susceptibles d’indure la synthése de diacyle
glycérol ,ou I’hydrolyse de phosphatidylcholine ,activant ainsi la PKC (Bonnefont-Rousslot D
et al 2004) . La NADH désydrogénase de la membrane mitochondriale interne des cellules
endothéliales vasculaires ou les cellules musculaires lisses sont capables de produire des
ERO(Jones D et al 2000) .De forte concentration de glucose va conduire a la production des
ERO via I’activation de NAD(P)H oxydase par une voie dépendante de PKC. Concernant la
voie des polyols la production de sorbitol a partir de glucose fait intervenir le NAD(P)H qui est
nécéssaire a 1’activité des aldoses réductases .Une faible concentration intracellulaire de
NAD(P)H a pour conséquence, une faible concentration de glutathion réduit a partir de
glutathion oxyd¢ ,ainsi, la synthese de monooxyde d’azote par le NAD(P)H est diminue ,car le
NAD(P)H est un co-facteur de NO-synthase qui synthétise le NO a partir de L-arginine.Cette
diminution peut etre impliquée dans les complications vasculaires de diabéte (Bonnefont-
Rousslot D et al 2004).De plus le sorbitol est oxydé en fructose avec réduction de NAD+ en
NADH +H+ le fructose et le sorbitol conduisent a un oedéme oculaire ce qui éxplique que la
voie des polyols joue un role clé dans ’apparition des complications de diabéte (Packer et al
2001).

Une autre source des éspeces réactives de 1’oxygene est la production des AGE(Singh R et al

2001),qui consistent a une glycation non enzymatique des proteines .
2.5.2 Diabeéte type 2 et hyperproduction des radicaux libres :

Le stress oxydant est un €lément de liaison entre 1’insulino résistance ,I’hypertention ,le
syndrome meétabolique et les complications cardoivasculaies(Ceriéllo A 2006) au niveau
cellulaire , chez les diabétiques type deux le glucose et les acides gras en éxcés induisent la
production des éspéces réactives de I’oxygene , particulierement I’anion superoxyde d’oxygene ;
De plus au niveau des muscles et des adipocytes , le fonctions des transporteurs de glucose
(GLUT4), dont I’expréssion est insulinodépendante est altéré , et leur nombre réduit cette
réduction contribue aussi a la résistance a I’insuline et a I’hyperglycemie.

L’atteinte mitochondriale (en particulier I’ADN mitochondriale) apparait comme un élément clé

, car, I’analyse des biopsie musculaires , et la résence magnétique nucléaire ont montré une
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réduction de la masse des mitochondries chez les diabétiques type 2 ,la fonctionnalité du

mitochondrie est alterée ce qui éxplique la production des ERO (Bordenave S et al 2008).
D’autres travaux ont montré que la dysfontion mitochondriale s’associe a des chengements de de
fonction et de I’éxpréssion de protéine découplante (qui diminue la production d’énergie )de la
membrane interne I’UCP-2(Uncoupling protein-2) en condition d’hyperglycemie (glucotpxicité)
.UCP-2 est suréxprimée ce qui diminue a la longue I’insulinosécrétion induite par le glucose
dans les cellules béta du pancréas(Gable DR et al 2006)

L’oxydation du glucose en présence de fer , et aussi une source de stress oxudant cette réaction
forme les ERO et la forme aldéhyde de glucose ,le glyoxal . Cette molécule se fixe rapidement
sur les protéines , dans les quelles apparit un résidus carboxyméthyllysine ,ce qui déclanche des
réactions de production des radicaux libres (réaction de fenton )(Wautier MP et al 2003).

Le glucose réagit avec les groupements amines des protéines pour former des produits avencés
de la glycation (AGE) ,qui jouent un role éssentiel dans le dévloppementdes complications de
diabete(Hudson BI et al 2005). Les AGEs plasmatiques se fixent sur des récepteurs cellulaires
spécifiques (RAGE) , des cellules endothéliales , glomérulaires , et des macrophages ,cette
fixation déclanche les réactions de production des ERO et I’activation de NFKB .

Le taux élevé des acides gras libres (AGL) circulants est fortement 1ié a I’insulinorésistance
(lipotoxicité) , car les défauts de métabolisme d’insuline favorise la lipotoxicité ,une diminution
de captage et hyperproduction hépatique de glucose ,tous ces facteurs favorisent la production
des ERO .

2.6 Hyperglycemie chronique et AGE :

La reaction de glycation (glycosylation non enzymatique) a été décrite pour la premiére fois par
MAILLARD en 1912 .elle consiste a une réaction non enzymatique de glucose avec les
protéines ,généralement au niveau des fonctions N-terminal des résidus lysines des chaines
polypeptidiques ,et donne naissance a des protéines glyquées . La quantité des protéines
glyqueés est proportionnelle avec la quantieé de sucre dans le plasma , la glycation concerne
I’albumine , I’hémoglobine , le collagéne , les immunoglobulines , les LDL ...... , et aboutissant a
la formmation des AGEs(Kennedy AL et al 2008 ),et se déroule en trois étapes :

a-Formation de base de schiff instable par combinaison de fonction aldéhyde de glucose

avec fonction amine de protéines ,principalement N-terminal de lysine .

b-Réarengement moléculaire conduisant a la formation d’une liaison cétonique stable
,aboutissant aux produits d’amadori , I’HbalC (hémoglobine glyqué ) et les fructoses amines
sont deux produits caractéristiques d’amadori (Gilly D et al 1998) . Ces produits intermédiaires
peuvent etre reduit en métabolites inactifs par une réductase.

c-Produits de MAILLARD ou produits de glycation avencées (AGE) ,sont le résultat d’intéraction
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entre les prouits d’ammadori (Bonnefont-Rousselot et al 2004) , les AGEs résultent d’un ensemble

de réaction d’oxydation ulterieur s’accumulenent dans les cellules , leurs traits biochimiques
principaux sont , les piguementations brunes .La formation des AGEs est une source de ROS
(Kennedy AL et al 2008) . Thalls-Bonke et al a démontré que la fixation des AGEs sur des
récépteurs spécifiques (RAGE) provoque la formation des radicaux libres via ’activation de
NADPH oxydase.

2.7 Effets des AGE sur la matrice extracellulaire, les

protéines circulants et cellulaires

Au niveau éxtracellulaire les AGE vont altérés les propriétes fonctionnelles et structurales des
protéines de la matrice extracellulaire ,en particulier le collagene ce qui entreine la régidité de ce
dernier avec création des réactions croiseés entre ce dernier et les proteines solubles tels que
I’albumine, les LDL, et les immunoglobulines (IGg) .Au niveau cellulaire la liaison des AGE avec
des récépteurs spécifiqgues( RAGE)(Schnidt AM et al2000) induit la production des cytokines
proinflammatoires tels que IL1, IGF ,TNF alpha ,au des cellules endothéliales cette fixation favorise
la coagulation(Bonnefont-Rousselot D ,et al 2004) en diminuant la trambomoduline . L’élévation

rapide des AGE a I’inerieur des cellules conduit a 1’altération des protéines de fonctions .
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Chapitre 03 : Matériels et méthodes
Etude expérimentale :

Toutes les expérimentations ont été réalisées au niveau de laboratoire de recherche Biologie et
pharmacologie expérimentale.

Objectif de I’étude

Notre étude est la suite d’une étude qui été initié 1’année précédente dont le but été d’optimiser
un modele animal de diabéte de type Il induit par un régime hyper lipidique chez les souris
NMRI. L’objectif de 1’étude est de mesurer les paramétres de stress oxydatif au niveau du foie,
pancréas et tissues adipeux viscérale, et d’observé les Iésions histologiques au niveau de ces
organes.

1. Matériels
1.1 Les produits chimiques

Chloroforme, Formol, Alcool a déférente concentration ,Xylene , Pbs , Bard ford , SDS ,TBA
,/Acide acétique , H202 , Tampon phosphate , Acide Sulfosalicylique ,Tampon Tris EDTA ,
DTNB, CDNB, GSH, TBS, TCA, Tris Hcl , Pyrogallol .

1.2 Matériel biologique :

Notre travail a porté sur les souris males, de souche NMRI (Naval Médical Research Institute),
provenant de I’institut pasteur d’Alger. L’utilisation de souris males nous a permis de minimiser
les perturbations du métabolisme liées aux variations hormonales retrouvées chez les souris

femelles.

Les souris ont été maintenus dans les conditions standards a température et humidité contrdlées
(25 °C et 55 %), soumis a un cycle lumiere/obscurité (12:12, h/h) pour le respect de leur horloge
biologique.

Figure 26 : Souris NMRI utilisé dans I’expérience (photo originale).
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2. Constitution des lots :
Les souris sont réparties en 02 lots suivant le régime consommé. Les différents lots sont soumis

a 2 régimes différents, soit le régime standard (ONAB EI Kseur) soit un régime hyper lipidique,

selon le protocole suivant (Tableau 1) :

Lots Régime consommé Preparation
Lot 1 Control Régime standard 100% régime standard + I’eau
Lot 2 RHL Hyper lipidique 64% de lipides + 24% de carbohydrates + ?

Tableau 1 : La constitution des lots

Apres une phase d’adaptation, les souris ont été répartir en deux lots soumis a des régimes

alimentaires différents pendant 16 semaines :

e Le lerlot (Control): recoit un régime standard ONAB (régime témoin) et 1’eau ad libitum.

e Le 2eme lot (RHL): recoit un régime hyper-lipidique dont 64% des provient de la
graisse et 24% des carbohydrates.

3. Conditions d’élevage :

Les souris sont élevées dans I’animalerie de 1’université de Meédéa pendant 4 mois a une
température ambiante 25 C, et une photopériode 12h de jour/ 12 h de sombre. L’aliment est
donné sous forme des boules a raison 15g/souris/jour, I’eau est donné ad libitum. Au cours de
I’expérimentation, le poids et la glycémie ont été mesuré une fois chaque semaine, a 1’aide d’une

balance de précision et un glucometre (Vital check) respectivement.

4. Sacrifices et prélevement des organes :

Les souris mis a jeun la nuit ont été sacrifié par euthanasie en utilisant le chloroforme. Le sang a
¢té preleve par ponction cardiaque a I’aide d’une épicranienne et immédiatement recueilli dans
deux tubes étiquetés, I'un héparine et I’autre contient ’EDTA comme anticoagulant. Les tubes
sont centrifugés a 3000 tours/minute pendant 15 minutes, le plasma a été récupéré et conservé a -

20°C pour des études ultérieures.

Les tissus (pancréas, foie, reins et le cerveau) ont été prélevés immédiatement pour éviter toute
détérioration. Un fragment des tissues de chaque lots est fixe au formol 10% pour 1’étude
histologique et d’autres fragments sont congel¢ immédiatement dans I’eau physiologique a -20

pour le dosage des parametres de stress oxydant (MDA, GSH, , GSH-Px, GSH-ST, CAT).
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Figure 27 : Le matériel utilisé dans le sacrifice et I’animal sacrifie (photo original).

5. Traitement des organes :

5.1 Technique histologique :
Pour étudier lI'apparence structurale comparée des coupes de paraffine (technique histologique)

ont été effectuées sur le foie et le pancréas ainsi que sur les tissus adipeux recueillis chez les
souris.

5.1.1 Préparation des tissus pour coupes en paraffine :

Cette technique permet d'étudier la structure du foie, du pancréas et des tissus adipeux dans des
conditions expérimentales. Les étapes a suivre sont les suivantes : A. Fixation :

Une fois prélevés, les parties des organes sont fixées par immersion dans un formol a 10 % pour
'examen histologique. Ensuite, les pieces doivent étre lavées a 1’eau courante jusqu’a ce que
I’eau de ringage soit claire (environ 15 min) pour éliminer toute trace de liquide fixateur.

B. Déshydratation :

Le but de cette opération consiste a retirer toute I'eau des organes. Ceci se fait graduellement en
passant les piéces graduellement dans des bains d'alcool a des degrés croissants :

e 70° pendant 20 min

90° (1) pendant 10 min

90° (I1) pendant 10 min

100°(l) pendant 15 min

100° (I1) pendant 30 min

Chacun a température ambiante. Par la suite, les organes ont été mis dans un bain de xyléne
pendant 10 min.
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C. Imprégnation :
Elle consiste a préserver les organes dans des blocs solides, afin que I'échantillon soit

déshydraté, I'imprégnation se fasse dans 2 bains de paraffine pure (1 heures et demi pour chacun)
dans I’é¢tuve a 56°C.

D. Inclusion :

Les organes traités, ont inclus dans de paraffine pure. Cette opération est effectuée a l'aide de
barres Leuckart placées de maniére a former un moule dans lequel la paraffine fondue sera
versée. Quand la paraffine commence a durcir sur les bords, on saisit I'organe avec une pince,
Puis on remplit le reste de paraffine. Apres le refroidissement, on mit les blocs dans le
réfrigérateur (de 12 a 24h).

E. Confection des coupes et étalement :

Le bloc est ensuite fixé sur le microtome (lieca) afin que les bords des faces soient paralléles a
ceux du rasoir. Des coupes de 3 a 5 um d’épaisseur sont ramassées sous forme de ruban recueilli
a I’aide de pinces dans un bain-marie préchauffé a 40 °C. Contenant de I'eau distillée, puis les

rubans sont répartir sur les lames et séchés sur une plaque chauffante a 40 °C.

F. Déparaffinage et réhydratation :

Les coupures exigent de la réhydratation. Elle débute par un déparaffinage dans un bain de
xyléne pendant 5 min, puis la réhydratation effectuée en passant par des bains d’alcool a des
degrés décroissants (100°, 96°, 70°) pendant 2 min pour chaque, et rincer a 1’eau distillée
pendant 2 minutes.

G. Coloration des coupes :

La coloration topographique a I’hématoxyline éosine (HE) permet de colorer les noyaux en bleu
ou violet et le cytoplasme en rose, la coloration (HE) se fait par le passage des lames dans un
bains d’hématoxyline pendant 2 min aprés on rincé avec 1’eau de robinet et on mit la lame dans

un bain de 1’éosine pendant 30 seconds. Par la suite en rincer les lames avec 1’eau distillée.

H. Montage et observation :

Apres la coloration on déshydraté encours une fois par le passage dans 1’alcool (70°, 96°, 100°) et
suivis d’un bain de xyléne pendant quelque secondes. Puis a 1’aide d’un baume d’inclusion (Eukit),
on monté les lamelles sur les lames et on les observé et photographiées avec un microscope

(Zeiss, Jena, Germany).a un grossissement croissent.
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5.2 Evaluation des marqueurs du stress oxydant au niveau

tissulaire:
5.2.1 préparation de ’Homogénat :

100 mg de chaque tissu ont été mis en présence de 1 ml de solution Pbs ,puis ont été broyés a
froid pendant 30 sec a l'aide d'un homogénéisateur pour obtenir un homogénat. L’homogénat
tissulaire obtenue est centrifugé a 6000 trs pendant 15min a 4°C. Le surnageant ainsi obtenu est

recueilli et utilisé pour I'estimation de

5.2.2 Dosage des protéines tissulaire :

Principe :

la concentration de protéines est déterminée selon la méthode de Bradford

(1976) qui utilise le bleu de Coomassie (G 250) comme réactif. Ce dernier réagit avec les
groupements amines (—NH2) des protéines pour former un complexe de couleur bleu.
(L’apparition de la couleur bleue refléte le degré d’ionisation du milieu acide et I’intensité
correspond a la concentration des protéines).

Mode opératoire :

e Prélever 50 ml de I'nomogénat.

e Ajouter 2 ml du réactif de Bradford.

e Agiter et laisser reposer 5 min.

o Lire la densité optique & 595 nm, contre le blanc

Calcule de la concentration des protéines :

La densité optique obtenue est rapportée sur une courbe d'étalonnage préalablement tracée. La
concentration des protéines est déterminée par comparaison a une gamme ¢étalon d’albumine
sérique bovine (1 mg/ml) réalisée dans les mémes conditions.

NB : On note que le dosage de plusieurs parameétres est mesuré par apport a 1 mg de protéines.
5.2.3 Dosage du malondialdéhyde (MDA)

Principe :

Le MDA est I’'un des produits terminaux formés lors de la décomposition des Acides gras
polyinsaturés (PUFA) médiées par les radicaux libres. Dans notre étude, les taux du MDA
hépatique et rénal ont été évalués selon la méthode d’Ohkawa et al. (1979).

Le dosage repose sur la formation en milieu acide et chaud (100 °C) entre le MDA et L’acide
thiobarbiturique (TBA) d’un pigment coloré absorbant a 530 nm, extractible par ; les solvants

organiques comme le butanol.
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Mode opératoire :

e Prélever 0,1 ml de I'nomogénat. Sauf que dans le tube blanc remplacer I’homogénat par 0.1
ml ’eau distillé

e Ajouter 0.1 ml de dodécylsulfate de sodium (SDS)

e Ajouter 0,75 ml d’acide trichloracétique (TCA) 20 %.

e Ajouter 0.75 ml d’acide thiobarbiturique (TBA) 1 %.

e Mélanger et incuber au bain marie a une température de 90 °C pendant 1 h

e Refroidir dans un bain de glace pour arréter la réaction et additionner de 2 ml d’acide
acetique (TCA) 10%

e Centrifuger pendant 15 minutes a 1000 g

e Récupérer le surnageant, et lire la densité optique a 530 nm contre le blanc.

Calcule de la concentration du MDA :

Le MDA est calculé par la formule suivante :

[Malondialdéhyde] en pumol/L= DO / e.x.1

e DO : Densité optique

e ¢ : coefficient d'extinction 1,56*105

e X : Quantité de protéine en mg/ml.

e |:letrajet (longueur de la cuve) qu'est égale a 1cm.
5.2.4 Dosage de P’activité enzymatique du catalase (CAT)

Principe :

La méthode utilisée dans le dosage de ’activité enzymatique du CAT est celle d’Aebi (1984). La
CAT catalyse la destruction du peroxyde d’hydrogene en eau et en Oxygene. L’activité du CAT
a été mesurée a 240 nm a 1’aide d’un spectrophotométre, par la variation de la densité optique
consécutive a la dismutation du H202 a une incubation de 25 °C.

Mode opératoire :

Réactif Blanc (ml) Essai (ml)
Tampon phosphate (0,1 M)
pH 7,5 1.9 1.9
H202 (0,5 M) 1 1
Homogénat - 0.02

Tableau 02 : Mode opératoire de la mesure de
CAT On note que :

e Le zéro de I’appareil est réalisé par le tampon phosphate.
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e La quantité de ’homogénat doit étre déterminée en fonction de la quantité de

Protéines qui doit étre comprise entre 1 et 1,5 mg/ml, soit une quantité de 10 a 20 ul de dilué.

e L’activité décroit rapidement, il est important de mettre toujours le méme temps de

Pipetage et le moment ou on place la cuve au spectrophotomeétre.

e La lecture de I’absorption se fait aprés 15 secondes de délai et durant 60 secondes de mesure.

Calcule de P’activité enzymatique du CAT :
L’activité enzymatique de la CAT est calculée par la formule suivante :

DO

Activité CAT (umol H202\ min \ mg protéine) =

ExLXxX

DO : Variation de la densité optique par minutes.

¢ : Coefficient d’extinction du H202 (0,04 mM-1. Cm-1).

L : Largeur de la cuve ou longueur du trajet optique (1 cm).

X : Quantité des protéines en mg/ml.
5.2.4 Dosage de glutathion (GSH) :

Principe :

Le dosage du glutathion a été réalise selon la méthode de Weckbecker et Cory (1988). Le
principe de ce dosage repose sur la mesure de l'absorbance optique de I'acide 2-nitro-5
mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de l'acide 5,5'-dithiobis- 2- nitrobenzoique
(réactif d'Ellman, DTNB) par les groupements (-SH) du glutathion. Pour cela une
déprotéinisation de ’homogénat est indispensable afin de garder uniquement les groupements
thiol spécifiques du glutathion

Mode opératoire :

e Prélever 0,2 ml de ’homogénat.

e Deprotéiniser en ajoutant 0,05 ml d'une solution d'acide sulfosalicylique (SSA) 0,25%
e Agiter le mélange et laisser pendant 15 minutes dans un bain de glace.

e Centrifuger a 1000 tours/min pendant 5 min.

e Récupérer 0,25 ml du surnagent.

e Ajouter 0.5 ml du tampon Tris-EDTA
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e Mélanger et ajouter 0,0125 ml de DTNB

e Laisser pendant 5 min a température ambiante pour la stabilisation de la couleur qui se
développé instantanément.

e Lire les densités optiques a 412 nm contre le blanc.

Calcule de La concentration :

La concentration du glutathion est obtenue par la formule suivante :

[GSH] (hm GSH\ mg protide) = DO x 1 x 1,525) \ 13100 x0,8 x0,5 x mg protide)

e DO : Densité optique.
e 1:Volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8mL homogénat +0,2 ml

de I’acide salicylique).

e 1,525: Volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant
(0,5 ml surnageant +1 ml Tris + 0,025 ml DTNB).

e 13100 : Coefficient d’absorbance du groupement —SH a 412 nm.

e 0,8 : Volume de ’homogénat.

e .0,5:Volume du surnageant.

5.2.6 Dosage de I’activité enzymatique de la glutathion S-transférase (GSH-ST) :
Principe :

La mesure de ’activité des GSH-ST a été réalisee par la méthode de Habig et al. (1974), celle-ci
consiste a fournir a I’enzyme un substrat en général du 1-chloro, 2,4- dinitrobenzéne (CDNB),
qui se conjugué facilement avec glutathion sous 1’action de nombreuses formes de GSH-ST. La
réaction de conjugaison de ces deux produits entraine la formation d’une molécule nouvelle qui
absorbe la lumiére a 340 nm de longueur d’onde

Mode opératoire :

La méthode utilisée dans cette étude consiste a faire agir les GSH-ST

Contenues dans 1’homogénat sur un mélange (GSH + CDNB) a une température de 37 °C et a un
pH de 6,5. La variation de la densité optique, due a I’apparition du complexe GSH-CDNB, est

mesurée pendant 1 minute durant 5 minutes a une longueur d’onde de 340 nm.
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Réactifs Blanc Essai

Tampon pgilsizate 0,1 M) 850 850
CDNB (0,02 M) 50 50

GSH (0,1 M) 100 100
Homogénat (ml) - 20

Tableau 03 :Le mode opératoire de la mesure de GSH-ST
Calcule de Pactivité enzymatique de la GSH-ST :

L’activité enzymatique de la GSH-ST est obtenue par la formule suivante :

(DO échantillon \ min — DO Blanc \ min)

GST (nmol GST \min\mg protéine) =

9.6 mg protéine

e DO échantillon/min : Densité optique de 1’échantillon par minute.

e DO blanc/min : Densité optique du blanc par minute.

e 9,6 : Coefficient d’extinction du GSH-CDNB exprimé en mM -1. Cm-1.

5.2.7 Dosage de P’activité enzymatique de la glutathion peroxydase (GSHPX) :
Principe :

L’activité enzymatique du glutathion peroxydase (GSH-Px) a été mesurée par la méthode de Flohé
et Giinzler (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d’hydrogene (H202) en

présence de glutathion réduit (GSH), ce dernier est transformé en (GSSG) sous I’influence de la

GPx selon la réaction suivante : H202 + 2 GSH ——»GSSG +2 H20
1.Mode opératoire :
Réactif Blanc Essai
Homogénat (ml) - 50
GSH (ml) 100 100
TBS (ml) 50 50

Tableau 04 : mode opératoire de la mesure de GPx

1. Incuber au bain marie a 25°C, pendant 10 min.

2. Ajouter 50 ml de H202 pour initier la réaction, laisser agir pendant 10 minutes.
3. Ajouter 50 ml de TCA (1 %) pour arréter la réaction
4

Mettre le mélange dans la glace pendant 30 minutes
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5.

6
7
8
9

Calcule de P’activité enzymatique de la GSH-PX :

Centrifuger durant 10 minutes a 3000 tours / 10minutes.

Prélever 0,24 ml du surnageant.

. Ajouter 1.1 ml de la solution tampon TBS.
. Ajouter 0,16 ml de DTNB (1 mM).

Mélanger et apres 5 minutes lire les densités optiques a 420 nm contre le blanc.

La détermination de ’activité enzymatique de la GSH-Px se fait a 1’aide de la formule suivante :

(DO échantillon — DO étalon) x 0,04

X =

DO étalon

GPX (umol GSH \ mg protéine = Quantité GSH disparu x

5

[ ] de protéine

e DO échantillon : Densité optique de 1’échantillon

e DO étalon : Densité optique de 1’étalon

e 0,04 : Concentration de substrat (GSH)

5.2.8 Dosage de SOD :
Mode opératoire :

X : Quantité de GSH réduit disparu (oxyde) dans 0.2 ml extrait dans 1 ml

Réactifs Blanc (ul) Essai (ul)
Tris HCL(50 Mm ,PH :8.2) | 200 200
Pyrogallol 50 50
Homogénat - 50

Eau distillé 500 400

Tableau 05 :Mode opératoire de la mesure de SOD

Le changement de I’absorption est mesur¢ a 470 nm aprés chaque minute dans un

intervalle de temps 3 min
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Calcul :

DO du blanc — DO d’échantillon

Inhibition totale =

DO Blanc

Inhibition totale

U de SOD \ mg de protéines =
N*50

N : mg de protéines présentes dans le volume de 1’échantillon utilisé.

5.2.9 Etude statistique :
Les résultats sont présentés en moyenne + écart type. Les analyses statistiques sont réalisées grace au
logiciel GraphPad Prism (v. 8.00 for Windows. San Diego. CA). Les différences entre les groupes

sont analysées grace au t-test de Student. P<0,05 est considéré comme statistiquement significatif.
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Chapitre 04 : Résultats et Discussions

1) Induction de diabéte :

L’induction de diabéte par un régime hyper lipidique chez les souris NMRI., pendant une période
de 16 semaines (4 mois), est réalisée avec succes. Ceci est confirmé 1’année passée par la mesure
de la glycémie et le suivis du poids corporel chez les souris avec le régime hyper lipidique par

apport aux souris avec un régime standard.

1.1) Evaluation du poids corporel :

Figure 28 : L’évolution pondeérale des souris pendant 16 semaines. Contréle : groupe des souris qui
soumissent au régime standard, HFD : groupe des souris nourries au régime hyper lipidique.

Chaque valeur représente la moyenne , L’analyse statistique est effectuée par le test T, (P< 0,05).

Grace au suivi continue de 1’évolution du poids corporel (PC) chez les deux groupes de souris
pendant 16 semaines nous il été possible de dresser un graphe représentatif de I’évolution pondérale
des souris:
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1.2) Evaluation de la glycémie :

CONTROL

RHL

Figure 29 : . Variation de la glycémie chez le groupe témoin et le groupe RHL. Comparaison

avec groupe témoin *p < 0.05

L’évolution de la glycémie chez les deux groupes est présentée dans ce graphe :

Il a été remarqué une augmentation significative de glycémie chez le groupe RHL a partir la 7 éme
semaine, cette augmentation est poursuivie pour atteindre 189 mg\dl a la fin de I’expérimentation,
en comparaison avec les contréles il y a une stabilisation de glycémie entre 100 et 132 mg\di

durant les 16 semaines. Ce qui confirme I’installation de diabéte chez le groupe HFD.

2) Analyse des parametres de stress oxydatif

Tous les paramétres de stress oxydant sont mesurés sur un homogénat (surnagent), obtenus apres le
broyage et centrifugation des tissus congelés a -20°C. Nous avons mesuré les parametres pro-
oxydant (MDA), et des parameétres anti-oxydants (SOD, GSH, GPx, GST et CAT) au niveau du

foie, pancréas et tissu adipeux.

2.1) Au niveau du pancréas :

Le contenu pancréatique en MDA et la variation de 1’activité de certaines enzymes antioxydantes au
niveau du pancréas des souris témoins et celles soumises au régime hyper lipidique sont résumés dans

la figure 30

A partir de ces résultats on remarque qu’il y a une augmentation significative (p = 0,0010) de de
I'activité de MDA au niveau du pancréas chez le groupe RHL (HFD) comparativement aux groupe
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témoins, (Figure A). En revanche a cette augmentation en peroxydation lipidique, nous avons

remarqué une diminution significative du glutathion hépatique (GSH) qui atteint une valeur
moyenne Figure B).

Et une réduction d’environ 53% de 1’activité de I’enzyme GST par rapport aux souris controles
(Figure C). Une réduction significative de I’activité de la superoxyde dismutase (SOD) a été

observé chez les souris de groupe HFD (environ 87 %) (p = 0,01) en Comparaison avec le groupe
contréle.

2.2) Au niveau le foie :
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Les résultats obtenus montrent une augmentation hautement significative (p < 0,01) de la teneur
hépatique en malondialdéhyde (MDA) comparativement aux souris témoins (Figure A).
Parallelement a cette peroxydation lipidique, nos résultats montrent que I’institution prolongée
de la diéte hyper lipidique provogue un effondrement du glutathion hépatique (GSH) (Figure B),
et une chute d’environ 59% de I’activité e 1’enzyme GPx par rapport aux souris contrdles
(Figure C).

De plus, Apres quatre mois d’expérimentation, 1’activité spécifique de la Superoxyde dismutase
(SOD) attient une diminution d'environ 75 % comparativement a celle enregistrée chez les
contrdles correspondants (p < 0,001) (Figure D). Et un déclin de I’activité de la catalase (Cat)
a été observé chez groupe expérimental par un pourcentage d’environ 68% par rapport aux souris

contréles. (Figure F)

2.3) Au niveau le tissu adipeux :
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Une augmentation hautement significative de MDA (P< 0,01) a été observée chez le groupe des
souris avec RHL (Figure A). Nous avons dosé également, le glutathion au niveau de tissus adipeux,
et les résultats sont représentés dans I’histogramme de GSH, qui montre une diminution significative
de la concentration tissulaire de tissu adipeux en GSH (Figure X B).

Une autre diminution hautement significative de la concentration tissulaire de tissu adipeux en
catalase (P< 0,001) a été remarquée chez les souris avec. De plus le dosage de super-oxyde
dismutase (SOD) nous a permis de constaté une chute d’environ 82% par rapport le groupe témoin (
Figure C). Le glutathion transférase (GST), représente aussi une diminution significative pour le lot
avec RHL
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3. Etude Histologique :

3.1) Aspect histologique du pancréas des souris témoins et celle soumise

au régime hyper lipidique (RHL) :

Les souris controles présentent un parenchyme exocrine et des ilots de Langerhans qui correspondent
a la glande endocrine. La forme des ilots est souvent ovale ou légérement allongée (A, B), ces ilots
sont separés du parenchyme exocrine par une fine couche de cellules conjonctives. La partie exocrine

est constituée d’unités sécrétrices : les acini.

Chez souris soumise au régime riche en lipides polyinsaturés, nous avons observé des
modifications structurales spectaculaires au niveau des Tlots de Langerhans comparativement au

pancréas de I’animal témoin. Ces modifications se manifestent par des ilots de Langerhans

hypertrophiés (C, D)
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HFD X 10 HFD X

Figure 33 : Coupe histologique de pancréas chez le groupe control et HFD

Chez le groupe control, nous observons un aspect général du pancréas, constitué d’une composante
exocrine formée d’acini sécrétoires, et d’une partie endocrine formée d’ilots de Langerhans (A et B)
chez 1'animal expérimenté, nous remarquons I’hypertrophie des ilots de Langerhans (C et D) ,
Les fleches a seule tete représentent les ilos de langherhans.

3.2) Aspect histologique du foie des souris témoins et celle soumise au

régime hyperlipidique (RHL) :

Chez les souris de groupe contrdle, I’analyse histologique du foie révele un parenchyme
hépatique normal, les hépatocytes sont disposés de fagon radiaire ou en colonne autour d’une

veine centro lobulaire (VCL) et séparées par des capillaires sinusoides.( Fig A, B)

L’administration d’un régime hyper lipidique pendant 4 mois a altéré ’architecture du foie, on

observe une dilatation sinusoidale et une importante accumulation des lipides dans des micro

vacuoles (nombreuses petites vacuoles intrahépatocytaire) et d’une stéatose micro vacuolaire
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Control x10 RHL x40
Figure 34: coupes histologiques du foie chez les contrdles et le groupe HFD.

3.3) Aspect histologique du tissu adipeux des souris témoins et celle soumise
au régime hyper lipidique (RHL) :

Les résultats de I’examen histologique de tissus adipeux, qui est tres délicat pendant les coupes
et pendant la coloration de lot témoin (contrdle), et de lot avec un régime hyper
lipidique(RHL), nous a permis de conclure les observations suivantes :

Au 120 jour de I’expérimentation, les coupes histologiques faites sur tissu adipeux de souris
choisi dans le lot controle, ont donnés un tissu constitué d’un ensemble de cellules (adipocytes),
serrées les unes contre les autres, avec des noyaux repousses sur le bord, a cause de la présence
d’une goutte lipidique qui occupe la majeure partie de cytoplasme.

Concernant les souris du lot de RHL,et au bout de la méme période d’expérimentation , les
coupes histologiques révelent que les adipocytes ont une taille plus grande par apport a celle de
témoins ,ce qui nous a permis de dire que le RHL cause une hypertrophie de tissus adipeux,

avec présence d’autres cellules de taille plus petites .
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HFD X10 HFD X40

Figure 35 : coupes histologiques du foie chez les contréles et le groupe HFD

Chez le groupe control, nous observons un aspect général du tissu adipeux, (A et B) ; chez
l'animal expérimenté, nous remarquons 1’hypertrophie des adipocytes (C et D), Les fléches
représentent les cellules adipocytaires normales, et les adipocytes hypertrophiques.

Discussions :

Afin de mieux comprendre la pathogenese de 1’obésité et de diabéte de type 11, il est nécessaire
de développer un model animal qui peut imiter I’histoire naturelle et les caractéristiques
métaboliques de développement de la maladie chez I’étre I’homme.

Notre étude est la suite d’une étude qui été initié¢ I’année précédente dont le but été d’optimiser
un modele animal de diabete de type Il induit par un régime hyper lipidique en étudiant les
parametres inflammatoires et biochimiques chez les souris NMRI. L’objectif de 1’étude présente
est de mesurer les parameétres de stress oxydatif au niveau du foie, pancréas et tissues adipeux
viscérale, et d'évaluer les changements structurels et fonctionnels induits au niveau de ces
organes métaboliques

La consommation excessive des graisses induit chez les souris des changement métaboliques
similaires a ceux observés chez I'nomme, ce qui en fait un excellent modele pour I'étude des
maladies métaboliques induites par le régime hyper lipidique. (Chiechio et al., 2021)
L’évaluation de la glycémie aprés 4 mois de RHL révele chez les souris une hyperglycémie
significative par rapport aux témoins. Ces résultats vont dans le méme sens que ceux de (Gupta
et al., 2017) (Li et al., 2020) qui ont trouvé une hyperglycémie confirmée aprés d’administration
d’une diete hyperlipidique. (Rodriguez-Correa et al., 2020) affirment que le RHL est le régime
le plus recommandé pour étudier le diabéte de type Il car il augmente la glycémie a jeun dans la
plupart des cas. Cette hyperglycémie s’explique trés probablement par 1’augmentation de
substrat pour la production hépatique de glucose et par la surstimulation de la néoglucogenese et
la diminution de 1’oxydation du glucose hépatique

D’autres études ont démontré que cette perte d’homéostasie glucidique est di a une
insulinorésistance correspondante a une altération des voies intracellulaires régulant 1’action de
I’insuline dans les tissus périphériques insulino-sensible. (Kahn et al., 2006)

En effet, le régime hyperlipidique inhibe I’activation de la voie de I’insuline par, I’augmentation

de la phosphorylation de pIRS-1/2 sur la Ser270, la diminution de la phosphorylation de pIRS1
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sur la Tyr632 conduisant a la réduction de la capacité de IRS a activer la voie PI3k et
Akt.(Schinner et al., 2005) (Zabielski et al., 2018). L’inhibition de la voie de Akt engendre
I’accumulation des lipides (DAG) au niveau intracellulaire qui & leur tour modifie la composition
phospholipidique de la membrane, ce qui peut influencer la fonction de GLUT4 ou la liaison de
l'insuline a son récepteur et finalement une résistance a I’insuline (Gheibi et al., 2017).

Le poids corporel de nos animaux soumis au RHL augmente significativement par rapport aux
animaux témoins. Cette inflation pondérale pourrait étre attribuer aux lipides saturés qui
représente le constituant majeur de notre régime responsable de [’hyperphagie, la
surconsommation d’aliment et le gain de poids. Ainsi, la masse du tissu adipeux peut s’accroitre
non seulement par 1’augmentation du volume des adipocytes (hypertrophie), mais aussi par
I’augmentation du nombre d’adipocytes qui le compose (hyperplasie) (Faucher & Poitou,
2016). Ces résultats rejoignent ceux (Hariri & Thibault, 2010) qui affirme que I’administration
de régime contenant plus de 30% des apports energétiques sous forme de lipides entrainent en
effet le développement d“une obésité chez les rats, due a une augmentation de la prise calorique
et I’accumulation de tissu adipeux bien chez 'homme que chez le rat.

De nombreuses études mettent en exergue une étroite relation entre l'augmentation du stress
oxydant et le développement de la résistance a l'insuline et le diabete de type 1l (Drews et al.,
2010) (Newsholme et al., 2016).
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Conclusion

Le diabete est I’une des pathologies les trés répondus dans le monde, il est étroitement associe au
stress oxydant au cour de son développement. Ce stress est décrit une situation dans laquelle les
capacités de la cellule neutraliser les espéces réactives de 1’oxygene sont dépassées.

Au cours de cette étude, nous nous sommes intéressés a étudier I’impact de stress oxydatif dans
I’installation de diabéte de type II et a observer les changements structurels et fonctionnels suite
a une consommation excessive d’une dicte hyperlipidique.

Cette ¢tude nous a permis de démontrer que ’administration d’un régime hyperlipidique
provoque chez les souris d’importants désordres métaboliques qui se manifestent essentiellement
par, un surpoids lié a une adiposité accrue, accompagné d'une hyperglycémie et un stress
oxydatif important reflétant la sévérité des lésions. L’approche histologique révele la présence
des vacuoles lipidiques au niveau hépatique associé a une altération structurale du foie. De
méme, les résultats obtenus lors de 1’étude histologique du tissu adipeux et du pancréas montrent
une hypertrophie spectaculaire des adipocytes et des ilots de Langerhans.

A cela s’ajoute un stress oxydatif marqué par 1’augmentation des marqueurs de la peroxyation
lipidique (MDA) et par la diminution des principales enzymes antioxydantes a savoir la GSH, la
SOD, la GST et la catalase.

A la lumiére de cette étude, nous avons constaté qu’un régime hyperlipidique et riche en gras
serait a 1’origine d’un stress oxydatif important, d’une inflation adipeuse et d’une stéatose
hépatique refletant étroitement les caracteristiques métaboliques et les changements
histopathologiques observés dans le syndrome métabolique et ’installation de diabéte de type 11
chez I’homme. Cette étude reste préliminaire et superficielle, nous envisageons quelques
perspectives qui nous semblent nécessaires pour mieux comprendre la pathogenése de diabete de
type 11, tel que la mesure de la leptine, adiponectine. Il serait également souhaitable de mesurer
les cytokines proinflammatoires, tels que les interleukines 6 , le TNF alpha, qui caractérisent

I’inflammation a bas grade fortement associe a 1’obésité et au DT2 .
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Les annexes

Les annexes :

Figure 01:’étuve utilisé pour I’imprégnation les organes dans des blocs solides (photo
originale)

Figure 02 :Photos originales appareills utilisées dans le confection et 1’étalement des coupes .
(A) le microtome, (B) bain mari, (C) plaque chauffante
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