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| ntroduction générale

Le diabéte est une maladie métabolique considéré par I'OMS comme une épidémie,
c'est une maladie métabolique grave menacant d une maniere croissante la santé publique
dans le monde. Elle touche environ 4% de la population mondiale et on Sattend a une
augmentation de 5.4% en 2025 (Wild et al., 2004).

Le diabéte est une anomalie de la tolérance glucidique (désordre au niveau de la
régulation du métabolisme des glucides), qui entraine une hyperglycémie chronique,
résultante d’ un défaut de la sécrétion de I’insuline et/ou de I’ action de cette hormone (Rodier,
2001).

Les complications du diabéte sont connues par, I'insuffisance rénale, la neuropathie,
I’ artériopathie des membres inférieurs (25 a 35 %), des accidents vasculaires cérébraux et
d’infarctus de myocarde (Stratton et al., 2001).Bien que l'infertilité masculine, basé sur
I'impuissance sexuelle, I'§aculation rétrograde, et hypogonadisme, elle n'est pas largement
reconnu pour étre I'un d'entre eux, en raison de la rareté des éudes et des incohérences en ce
qui concerne l'impact de diabéte sur laqualité du sperme (Sandro et al., 2012).

Actuellement, grace a I’introduction de nouveaux médicaments, la stratégie
thérapeutique est mieux adaptée aux besoins du patient. Le répaglinide est I’'un de ces
antidiabétiques de la classe des glinides qui est connu par son effet insulinosécrétaguogue
(Inzucchi, 2002).

La phytothérapie antidiabétique connait aussi un essor important du fait de la
découverte de plus en plus croissante d extraits de plantes efficaces dans le traitement du
diabete (Jayakar, 2003 ; Suresh, 2003). Parmi les plantes qui sont connues par leur effets
antidiabétiques, Rosmarinus officinalis, une plante médicinae trés répandue dans le bassin
méditerranéen (Sardans et al., 2005). elle possede plusieurs effets thérapeutiques tels que
I’effet anti inflammatoire (Cheung et Tai, 2007), antioxydant (Wang et al., 2008), anti
diurétiques (Souza et al., 2008), et antidiabétique (K halil et al., 2012).



Le but de la présente éude consiste a évaluer I'effet de I'extrait de Rosmarinus
officinalis et de répaglinide (antidiabétique), sur ['utilisation du glucose par les
spermatozoides et les globules rouges humains, dont |'objectif final est de développer
d’ éventuelles molécules antidiabétiques, qui agissent surtout en augmentant la capture de

glucose par les tissus périphériques.

Rares, sont les recherches sur I'effet d'extraits de plantes sur I'améioration de la
mobilité spermatique, et nouvelles seront les éudes sur I’ utilisation du spermatozoide humain

comme indicateur de I’ effet hypoglycémiant de molécules bioactives.



Partie théorique Chapitre| : Diabéte

I.1. Historique

Le diabete a existé depuis I’ histoire de I’humanité, il a é&é décrit dans un ancien
égyptien «papyrus Ebers» a partir de 1500 avant JC. Le terme de diabete proprement dit est
attribué & Démétrios d Apnée (275 avant J-C). Il provient du grec dia-baino qui signifie

« passer au travers » (Langlois, 2008).

Les médecins de cette époque pensaient qu’il existait un relient entre le tube digestif et
la vessie qui explique le besoin fréquent de boire et d uriner. Puis les médecins hindous,
avaient décrit cette maladie en notant que les personnes qui urinent beaucoup avaient des

urines sucrees et développaient une maladie incurable avec mort certaine (Audet, 2001).

Au 17éme siécle Dr Thomas Willis a décrit le diabéte sucré en constatant des urines

trés sucrés al’ opposé du diabéte salé (diabéte insipide) ou les urines ont un godt salé.

A lafin du 18éme siécle, on S apercoit que le pancréas est responsable du contrdle du
sucre, les chercheurs ont noté que I'ablation du pancréas des chiens entraine le diabéte
(Delloye, 1985), il a été découvert ensuite une molécule appel ée «insuline» responsable de la
régularisation du sucre dans le sang (Ryan et al., 2005).

[.2. Définition du diabéte
Le diabéte sucré est un groupe cliniguement et génétiquement hétérogene des troubles
métaboliques (lipidique, glucidique, et protéique) se manifeste par des niveaux anormalement

élevés de glucose dans e sang (Rodier, 2001).

L'hyperglycémie est le résultat d'une carence de sécrétion d'insuline provoquée par un
dysfonctionnement des cellules  pancréatique ou de résistance a 1'action de 1'insuline dans le

foie et le muscle, ou une combinaison de ceux-ci (Brian et al., 2007).

Le diabete est défini par une glycémie plasmatique a jeun 1,26 g/l ou > 2g/l quelque
soit I” heure du prél évement en présence de symptomes cliniques (Orban, 2006).

On peut distinguer deux types de diabetes :
Diabétes insulinodépendant (DIN): survenant e plus souvent avant I’ &ge de 20 ans,
représente 5 a 10 % des diabétes. |l est lié aun déficit en insuline (Buysschaert ,1999).
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Diabétes non insulinodépendant (DIND): survenant le plus souvent apres I’ &ge de
40 ans, représente 90 a 95 % des diabétes. 1l résulte de I'incapacité de |'organisme a réagir

correctement al'action de I'insuline (Buysschaert, 1999).

[.3. Classification

Dans |’ancienne classification de I’ organisation mondiale de la santé OMS (1980),
était prise en compte des notions thérapeutiques et |’on parlait de diabete insulinodépendant
(DID) ou non insulinodépendant (DNID). Dans la nouvelle classification, le diabéte sucré est
désormais défini selon son étiologie et la gravité de son hyperglycémie (Drouin et al ., 1999 ;
Nafti, 2005).

[.3.1. Diabétesprimaires

[.3.1.1. Diabéte typel

Diabéte type 1, ou diabéte insulinodépendant (diabete juveénile), il représente 10% des
diabétes, il est maintenant largement considéré comme une maladie auto-immune spécifique
d'organe, qui est dii @ une carence en insuline a la suite de la destruction des cellules 3
pancréatiques (Notkins et Lernmark, 2001). |l est caractérisée par une hyperglycémie en
présence d'insulinopénie, et nécessite un traitement a vie avec de l'insuline pour survivre
(Tom et al., 2007).

[.3.1.2. Diabétetype?2

Diabete type 2, ou diabete d’ &ge mur. Cette forme a été définie au préalable comme
diabéte non insulinodépendant, c'est la forme la plus fréguente (80% des cas). Les patients
diabétiques de type 2 ont une résistance a l'insuline, qui modifie I'utilisation de I'insuline
produite de maniere endogéne dans les cdlules cibles. La production dinsuline est
augmentée, ce qui entraine une hyper insulinémie (Brian et al., 2000).

[.3.1.3. Diabéte gestationnel

Le diabéte gestationnel se défini par une intolérance au glucose survenant pour la
premiére fois pendant la grossesse ou aprés la grossesse (Trivin et al., 2003). Il s'agit d’une
insulinorésistance; résultant de I'action des hormones placentaires. 1l est associé a une
augmentation de la fréequence de |’ hypertension artérielle et d’ un taux de césarienne plus élevé
(Danet et al., 2005).
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[.3.2. Diabetes secondaires

1.3.2.1. Lediabete MODY (Maturity Onset Diabetes of the young)

Le diabete MODY se définie par la découverte d’un diabete non insulinodépendant
avant I’age de 25ans survenant dans un contexte familiadle compatible avec une hérédité
autosomale dominante. L’ensemble des types de MODY se caractérise par une déficience

d’insulinosécrétion d’importance variable (Grimaldi et al., 2005).

[.3.2.2. Diabétes pancr éatiques

Le diabéte se déclare a la suite d’ une atteinte du pancréas endocrine lorsque plus de
80% des Tlots pancréatiques ont été détruites. Il peut sagir de pancréatite chronique
cacifiante, cancer du pancréas, pancréatectomie partielle ou totale, hémochromatose,

pancréatite fibrocal cifiante tropicale ou nutritionnelle, mucoviscidose (Bah traore, 2007).

[.3.2.3. Diabetes endocriniens

De nombreuses endocrinopathies peuvent entrainer un diabéte lié a I’ hypersécrétion
d hormones qui s opposent al’action de I'insuline. Parmi elles, on peut citer : I’acromégalie,
le syndrome de cushing, I’ hyperthyroidie, le syndrome de Conn, le Phéochromocytome, le
stomatostatinome et les tumeurs carcinoides (Perlemuter et al., 2000).

[.3.2.4. Diabétesiatrogenes

IIs correspondent aux hyperglycémies provoquées par certains médicaments tels que,
les glucocorticoides, les contraceptifs oraux, ou encore, les antirétroviraux, ou les interférons
alpha(a) (Attard et al., 1999).

1.3.2.5. Autrestypes
Relativement rares, ils sont dus a la cirrhose du foie, al’insuffisance rénale terminale,
au syndrome d acanthosis nigricans sans obésité, a la trisomie 21 (ou mongolisme), aux

mal adies de mitochondrie.

|.4. Etiologie du diabéte
On peut diviser le diabete en deux principaux types, type 1 et 2 qui ont de tres
différentes causes, et ont des niveaux de glucose sanguins élevés communes (hyperglycémie)

gui peut entrainer des complications de santé graves (Recep, 2008).
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|.4.1. Diabétetypel

Le diabéte de type 1 est la conséquence de |a destruction auto-immune progressive des
cellules B des Tlots de Langerhans (Agnes, 2012). La maladie s éablit sous I’influence de
nombreux facteurs tels que la prédisposition génétique qui est contrlée par une région
génomique , le complexe maeur d’histocompatibilité (CMH) qui code pour les HLA de
classel et 1l et joue un réle central dans les réactions auto-immunes (Les molécules HLA sont
en effet indispensables a la présentation des peptides antigéniques aux lymphocytes T et
conditionnent par la méme la réponse immunitaire de type cellulaire) et des facteurs
environnementaux tels que, une infection virale, une toxicité alimentaire, ou des virus, sont

probablement al’ origine du déclenchement du processus auto-immunitaire (Dubois, 2001).

[.4.2. Diabetestype 2

L' éiologie du diabéte de type 2 est multifactorielle qui est causée par une
combinaison de facteurs génétiques lies a la sécrétion dinsuline et les facteurs
environnementaux tels que |'obésité, la boulimie, le manque d'exercice et le stress, ainsi que le
viellissement (kaku, 2010).

La contribution génétique est importante, de nature polygénique et multi génique ce
qui cadre bien avec I" hétérogénéité phénotypique de la maladie.

On estime que le risgue de développer un diabete est d'environ 30% s I'on a un parent
diabétique, et approche les 70% si les 2 parents sont diabétiques.

Il ne fait aucun doute que |’ obésité, est e plus puissant facteur prédisposant au diabéte
de type 2 et prés de 80% des sujets diabétiques présentent un exces pondéral. L’effet
diabétogéne de |’ obésité est lié a sa capacité d’induire ou d’ aggraver |’insulinorésistance de
ces sujets (Fery et Paquot, 2005).

|.5. Physiopathologie du diabéte

[.5.1. Diabéetetype l

Le diabéte de type 1 est di a une destruction auto-immune des cellules insulino-
sécrétrices dites cellules B. L'hyperglycémie apparait lorsqu'il ne reste plus que 10 a 20% de

cellules B fonctionnelles (Diana et Simoni, 2012).

L e processus auto-immun responsable d'une « insulite » pancréatique se déroule sur de
nombreuses années (5 a 10 ans voire plus, avant I'apparition du diabéte). Cette réaction auto-
immune survient sur un terrain de susceptibilité génétique dont le principal géene se situe sur le
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chromosome 6 au niveau des genes ou du systéme HLA de classe |l a la suite de facteurs
déclenchant (Dubois, 2007).

Plusieurs mécanismes contribuent a la destruction des cellules f pancréatiques :
Premiérement, les lymphocytes T réagissent contre certains antigénes des cellules P et les
endommagent. Ces cellules T incluent les cellules TCD4+.

Le deuxieéme mécanisme par lequel les cellules B peuvent étre endommagées est 'action des
cytokines qui sont produites localement, parmi lesquelles on peut citer | 'IFN-y produite par
les cellules T, le TNF et | 'IL-1 produites par les macrophages qui sont activés lors du
processus immunitaire.

Finalement, |es auto-anticorps dirigés contre les Tlots sont détectés dans le sang de 70% a 80%
des patients (Kumar et al., 2005).

[.5.2. Diabete Type 2
Sur le plan physiopathologique, le développement du DT2 résulte de la coexistence
entre une insulinorésistance (IR) et un développement progressif d'un déficit de

I’ insulinosécrétion.

[.5.2.1. Insulinor ésistance

La grande majorité des patients diabétiques de type 2 présentent une résistance plus ou
moins sévére a l'action de l'insuline sur les tissus insulinosensibles : le foie, le muscle
squelettique et le tissu adipeux. Elle se manifeste par une augmentation de la production
hépatique de glucose par le foie et une diminution des capacités de captation musculaire de
glucose (qui est compensee par I'hyperglycémie) et une lipolyse exagérée avec éévation du

taux d'acides gras libres plasmatiques (Halimi, 2003).

[.5.2.2. Insulinodéficience

Dans le diabéte de type2, I’ élévation de la glycémie ajeun témoigne d une défaillance
de la cellule béta engendrant une production d’insuline insuffisante par rapport aux besoins, la
production hépatique de glucose n'est plus aors suffisasmment controlée et augmente,
contribuant ains a I'éévation de la glycémie. Le défaut de I'insulinosécrétion est la
conséquence soit d une dysfonction des ilots soit d une diminution de leur nombre, soit de

I” association des deux (Guillausseau et al., 2003).
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[.6. Symptdmes et diagnostique

Les symptdmes évocateurs du diabete sont I'existence d'un syndrome polyuro-
polydypsique, c'est-a-dire I'apparition d'une soif importante liée au fait que le patient urine
fréguemment, en particulier la nuit, I'existence d'une hypertension. Cependant, ces
symptomes ne se manifestent que quand le sucre apparait dans les urines, par analyses de
sang, d'urine ou de sécrétion d'insuline adaptées. En pratique, cela veut dire que la glycémie
est largement au-dela de 2g/l. Lorsque ces symptdémes sont visibles souvent sassocie a un
amaigrissement. Ainsi, le diagnostic est d§ja trés tardif. 1l faut donc insister sur le fait que ce
n'est pas sur les symptdmes directement liés au diabete qu'il faut évoquer la maladie (Drouin,
1999).

[.7. Complications du diabéte

[.7.1. Complications aigues

[.7.1.1. Hypoglycémie

On parle d' hypoglycémie quand s associe un malaise évocateur et une glycémie
inférieure ou égale a 3,3 mmol/l (0,6 g/l). Des facteurs déclenchants tels que des erreurs de
régime alimentaire et du traitement ou un traumatisme sont souvent en cause (Ardigo et
Philippe, 2008).

[.7.1.2. Acidocétose diabétique

L’acidocétose diabétique est due a une carence absolue en insuline qui a pour
conséquence une hyperglycémie et une lipolyse générant les corps cétoniques. Elle peut
révéler un diabéte de type 1 ou le passage du diabéte de type 2 au stade insulinorégquérant
(Orban, 2006).

1.7.1.3. L’Acidose lactique

C'est un accident métabolique rare et grave, provoqué par |'accumulation excessive
des lactates provenant d une hypoxie cellulaire ou d'une inhibition de la néoglucogenese
hépatique. |l s observe surtout chez un sujet agé traité par les biguanides et/ou insuffisant
rénal, hépatique ou cardiaque (Orban, 2006).
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[.7.1.4. Coma hyperosmolaire
Le coma hyperosmolaire représente 5 a 10% des comas métaboliques des diabétiques.
Il se caractérise par une déshydratation massive. Il se définit par une osmolarité supérieure a

350 mmol/l due a une hyperglycémie majeure et a une hypernatrémie (Grimaldi, 2000).

[.7.2. Complications chroniques
Les complications sont liées a I’ hyperglycémie chronique et aux facteurs de risque
cardio-vasculaires associés. Elle sont nombreuses et touchent plusieurs organes, suite a une

micro, ou macro-angiopathie (Stratton et al., 2001).

[.7.2.1. Microangiopathie

La microangiopathie diabétique résulte de la glycation des protéines des capillaires
aboutissant a leur fragilité, une augmentation de perméabilité ou aleur occlusion (Vichova et
al., 2009).

[.7.2.1.1. Neuropathie
Une des complications tres fréquentes, caractérisée par une atteinte du systéme
nerveux péiphérique. Elle prédomine au niveau des membres inférieurs en raison d’'une

grande fragilité des fibres longues sensitives peu myélinisés (Gourdi et al., 2011).

[.7.2.1.2. Rétinopathie
Cette pathologie correspond a une atteinte de la microcirculation rétinienne et
choroidienne due a I'hyperglycémie chronique. En effet, |"hyperosmolarité causée par
I” hyperglycémie chronique du diabete occasionne une hyperhydratation cellulaire qui fragilise
les cellules de larétine et entraine leur nécrose. La rétinopathie diabétique est associée a deux
types d’ anomalies physiopathologiques principales :
- Modifications de la paroi des capillaires (plus épaisse, plusfragile, plus perméable).
-Augmentation de la viscosité sanguine (hyperagrégabilité plaquettaire et érythrocytaire)
(Fong et al., 2004).

[.7.2.1.3. Néphropathie

La néphropathie touche environ 40% des personnes diabétiques. Elle résulte d'un
épaississement de la membrane glomérulaire associ€ a une atteinte des artéres afférentes, qui
vont perturber la fonction de filtration du rein. La néphropathie évolue en différents stades
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dabuminurie et aboutit & une insuffisance rénae, nécessitant une dialyse ou une
transplantation rénale (Gross et al., 2005). Le diagnostic de néphropathie chez les sujets
diabétiques est associé a une augmentation du risque de mortalité, principalement d'origine

cardiovasculaire (Valmadrid et al., 2000).

[.7.2.2. Macroangiopathie

Par opposition a la microangiopathie qui touche la microcirculation, la
macroangiopathie diabétique, est |’ atteinte des artéres musculaires alant de I’ aorte jus quaux
petites artéres distales d’ un diametre supérieur a 200um (Grimaldi, 2000).

La macroangiopathie diabétique associe deux maladies artérielles distinctes :
- d’une part, |’ athérosclérose qui et une altération générale moins bien caractérisée des arteres,
affectant leur structure et leur fonction (Grimaldi et Heurtier, 1999). C'est I'hyperglycémie
qui est a l'origine de cette athérosclérose. Celle-ci est aggravée par l'insuffisance rénale et
dautres facteurs de risques cardiovasculaires (hypertension, hyperlipidémie, tendance
thrombogéne) (Capron, 1996).
-D’autre part, I'artériosclérose, caractérisée par une prolifération endothéliale et une
dégénérescence du média aboutissant ala médiacal cose.

[.8. Traitement du diabete

Le traitement du diabete a pour objectif d’ éviter ou de retarder les complications liées
a I’évolution de la maadie en contrdlant la glycémie et en évitant I’ hyperinsulinisme. Le
traitement médical alui seul n’est pas suffisant, une hygiéne de vie est également nécessaire
(Lengua, 2005).

[.8.1. Diabétetype 1l

Les moyens actuels de traitement du diabete de type 1 consistent en des injections
régulieres d'insuline, a la pratique d’ une activité physique fréguente et a une aimentation
restreinte en glucose. Un équilibre glycémique, un régime strict et une thérapie appropriée
avec de I'insuline diminue I’ occurrence et la progression des complications reliées a la
maladie.

Deux types d’'insulines peuvent étre utilisés au cours de |’ insulinothérapie :
- les insulines humaines: comparables a I'hormone humaine native.
- les analogues de l'insuline: leur structure différe de I'insuline humaine, et le choix de leur
utilisation doit étre réalisé en concertation avec le patient (Michaliszyn, 2009).

10
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|.8.2. Diabétetype 2

1.8.2.1. Régles hygiéno-diététiques

Les regles hygiéno-diététiques sont indispensables et constituent la premiére étape du
traitement lors de la phase initiale du diabéte de type 2. Elles sont toujours appliquées par le
patient méme sous traitement antidiabétique oral ou insuline d’ ot I'importance de I’ éducation
thérapeutique du patient. Les exercices physiques et les régimes de restriction calorique sont
les moyens les plus simples et les plus efficaces pour réduire |’hyperglycémie,

I” hyperinsulinisme et I’ insulinorésistance (Baudet et al., 2012).

[.8.2.2. Traitement médical

Lorsque les regles hygiéno-diététiques ne sont pas suivies ou insuffisantes, un
traitement médicamenteux peut devenir nécessaire.

Les principales classes d’ antidiabétiques oraux sont les sulfamides hypoglycémiants,
les biguanides et les inhibiteurs des apha-glucosidases. Et les houvelles classes récemment

introduites sur le marché sont les glinides et les glitazones (I nzucchi, 2002).

1.8.2.2.1. Les sulfamides hypoglycémiants

Les sulfamides appartiennent chimiguement a la famille des sulfonylurées. Leur
mécanisme d’ action est de diminuer la glycémie par stimulation de la sécrétion d'insuline par
les cellules B pancréatiques en se liant a des récepteurs spécifique appelé SUR « sulfonyl urea
receptor », et elle diminue I’ IR par augmentation de la sensibilité tissulaire al’insuline. Leurs
effets indésirables sont la prise du poids et les hypoglycémies et les insuffisants rénaux. Ils
peuvent étre utilisés en monothérapie ou en association a un autre antidiabétique ora ou a
I’insuline (Grimaldi, 2000).

1.8.2.2.2. Lesbiguanides

Le seul biguanide encore commercialisé comme antidiabétique est la metformine, qui
est utilisée depuis 1957 pour traiter |I” hyperglycémie du diabétique de type 2 (Kirpichnikov et
al., 2002). Elle est considérée comme un traitement de |’ insulinorésistance. La metformine
réduit la résistance a I'insuline en ralentissant la production de glucose par le foie et en
améliorant |’ absorption du glucose par les muscles. Elle freine la prise de poids, ne provoque
pas d hypoglycémie significative, et réduit les complications cardio-vasculaires chez les
patients obéeses (L ancet, 1998).

11
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1.8.2.2.3. Les inhibiteurs des a-glucosidases

Les inhibiteurs de o-glucosidases sont des pseudotetrasaccharides d’origine
bactériennes. IIs sont représentés par |’ acarbose et le miglitol. Les glucides absorbés sont
dégradés par ’amylase salivaire et pancréatique en disaccharides puis par les a-glucosidases
en monosaccharides. En effet seuls les monosaccharides peuvent franchir la barriere
intestinale. Les inhibiteurs des a-glucosidases inhibent le dernier stade de la digestion des

sucres (Goke et Herrmann, 1998).

1.8.2.2.4. Lesthiazolidinediones

Les thiazolidinediones ou glitazones sont des antidiabétiques oraux utilisé dans le
traitement du diabéte type2. Représentées par deux molécules rosiglitazone et pioglitazone.
Leur effet sur la glycémie passe par une sensibilisation des tissus périphériques a I’ action de
I"insuline (Blicklé, 2004).

1.8.2.2.5. Lesglinides

Les glinides sont représentés par une seule molécule, le répaglinide et une speciaité
commercialisée en France : NOVONORM ® 0,5mg, 1mg ou 2mg. Le répaglinide est le
premier membre d'une nouvelle classe (carbamoylméthyl famille de I'acide benzoique) des
sécrétaguogues de I'insuline disponibles pour un traitement clinique dans | e diabéte de type2,
et utilisé comme agent de régulation de la glycémie postprandiale (Kolendorf et al., 2004).

Le répaglinide est rapidement absorbé et sa concentration plasmatique maximale est
atteinte dans |"heure qui suit sa prise. Il est métabolisé par le foie et excrété principa ement
par la bile. Par rapport aux sulfamides, I’ action est plus rapide mais la durée d’ action est plus
courte (Tankova et al., 2003).

Figure1: Structure chimique derépaglinide (Ruzilawati et al., 2010).

12
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1.8.2.2.5.1. Indications thérapeutiques

Le répaglinide est indiqué dans | e traitement du diabéte de type 2 ou diabéte sucré non
insulinodépendant, lorsque le contrdle glycémique ne peut étre obtenu de fagon satisfaisante
par le régime alimentaire, |’ exercice physique et |a perte de poids.

Lerépaglinide est aussi indiqué en association avec la metformine chez les diabétiques
de type 2 qui ne sont pas contrélés de facon satisfai sante par la metformine seule.

Le traitement doit étre débuté conjointement a la poursuite du régime et de |’ exercice

physique afin de diminuer laglycémie en relation avec les repas (Bolen et al., 2007).

1.8.2.2.5.2. M écanisme d’action

Le mécanisme moléculaire d’'action des glinides est de découverte récente. Ces
molécules stimulent la sécrétion d’insuline par les cellules B du pancréas, en se liant a un
récepteur membranaire spécifique, exprimé sur la membrane plasmique des cellules  des
flots de Langerhans. Ce récepteur est associé a un cana potassique dépendant de I'ATP
(KATP), Les canaux KATP couplent le métabolisme cellulaire et le potentiel membranaire.
La fixation aux récepteurs des glinides ferme les canaux KATP et entraine la dépolarisation
de la membrane plasmique, |’ ouverture des canaux calciques voltage-dépendants, I’ intrusion
du calcium, |’ exocytose des vésicules et lalibération d’insuline (Fuhlendor ff et al., 1998)

(figure 2).

Figure 2 : Mécanisme d’action des glinides (karam, 2007).

13
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[.9. Diabéte et infertilité

Le diabéete est souvent associé a une déficience de lareproduction, aussi bien chez les
hommes que chez les femmes, il peut affecter la fonction reproductrice méle a plusieurs
niveaux en raison de ses effets sur le contrdle endocrinien de la spermatogenése, la
spermatogenése elle méme ou par |'altération de I’ érection et de I'§aculation (Agbaje et al.,
2007).

Environ 90% des patients diabétiques ont des troubles de la fonction sexuelle, y
compris une diminution de la qualité du sperme, causant ains une infertilité relative

engendrée essentiellement par une I'hyperglycémie prolongée (Amaral et al., 2006).

De nombreuses études ont mis en évidence des anomalies de la fonction testiculaire et
la spermatogenése chez les patients diabétiques (kim et Moley, 2008). En outre, les hommes
diabétiques ont un taux tres faible en testostérone sérique en raison de la fonction des cellules
interstitielles du testicule avec facultés affaiblies. 1l est largement connu que la fertilité des
cellules germinales est directement associé avec le métabolisme du glucose de ces cellules
(Shrivastav et al., 1989).

Les analyses de sperme révelent une certaine diminution de la motilité des
spermatozoides et de la densité, de la morphologie anormale et généralement une
augmentation des anomalies plasmatiques de sperme chez les hommes diabétiques (Baccetti
et al., 2002). Fait intéressant, une éude publiée récemment a montré que, méme s les
hommes diabétiques présentent des parameétres du sperme normaux, il ya un niveau élevé de
dommages a I'ADN nucléaire et mitochondrial de sperme, par rapport a ce qui est constaté
chez les sujets sains (Agbaje et al., 2007). En outre, il a é&é montré que l'insuling, qui est
relativement absente chez les diabétiques, joue un réle central dans la régulation de la
fonction gonadique en améliorant probablement les parametres de la mobilité du sperme

humain (Lampiao et al., 2008).

14
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[1.1. Homéostasie du glucose

L’ homéostasie est par définition un équilibre dynamique au sein d’ un organisme.

Le métabolisme de I’ organisme est basé sur sa balance énergétique qui rend compte des
dépenses et des apports en énergie. Le glucose est I’une des sources majeures d énergie pour
I’organisme et de ce fait, sa régulation est essentielle au maintien de I’homéostasie (Jeg ee et
al., 1976). L’homéostasie du glucose correspond donc aux mécanismes de régulation de la
guantité du glucose dans le sang, appelée glycémie. Celle-ci, essentielle a la fonction des
différents organes, et est régulée par I’action conjointe des systémes nerveux et hormonale
(Gould, 1991).

Les principaux organes impliqués dans I'homéostasie du glucose sont le cerveau, le
pancréas, |e muscle squelettique, le tissu adipeux, le foie et les récepteurs sensibles au glucose
dans |'espace hepatoportal (L aurie, 1998).

[1.2. Larégulation dela glycémie

Tout les organes ont besoin de sucre pour fonctionner, le cerveau et le plus
consommateur (environ 100g/jour). Le glucose est la source d énergie principale des cellules. Il
est métabolisé dans la plupart des cellules du corps pour former des molécules d'adénosine

triphosphate (ATP), nécessaires a de nombreux processus cellulaires (Seematter, 2009).

Les molécules de glucose sont distribuées aux cellules via la circulation sanguine. Il est
donc essentiel que la glycémie soit maintenue a des niveaux relativement constants se situant
entre4 et 7 mM (valeur ajeun) (Ichai et al., 2009).

L’ utilisation du glucose dans les tissus varie selon les conditions physiol ogiques (jeline

court ou long, exercice musculaire) et selon I’ apport nutritionnel (Ichai et al., 2009).

[1.3. Maintien dela glycémie

Une des fonctions importante de I’organisme est de réguler la glycémie a 1g/l soit
5mmol/l, lorsque la glycémie est supérieure a 1g/l, suite a un repas, une hormone
hypoglycémiante, I’insuline, synthétisée par le pancréas est activée et permet au glucose de
rentrer directement dans les cellules, ou d’ étre stocké sous forme de glycogene (Wang et al.,
1997).
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En revanche lorsque la glycémie est trop basse (inferieur a 1g/l), notamment aprés un
effort, une hormone hyperglycémiante, le glucagon, synthétisé également par le pancréas, va
permettre de déstocker les réserves de glycogéne situé dans le foie et le muscle (Wang et al.,
1997).

I1.4. Régulation hormonale dela glycémie

I1.4.1. Hormones hypoglycémiantes

11.4.1.1. Insuline

L’insuline joue un réle majeur dans le maintien de I’homéostasie glucidique. Cette
hormone est produite par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas, en réponse a une
élévation de la concentration en glucose sanguin. Elle est donc |I” hormone post prandiale, son
absence se traduit par hyperglycémie (Magnan et Ktor za, 2001).

L’'insuline, la seule hormone hypoglycémiante de |'organisme, agit par différents
moyens pour baisser la glycémie. Globalement, elle favorise le stockage ou |’ utilisation du
glucose par différents organes en stimulant e passage du glucose circulant dans le sang vers les
cellules cibles. Elle stimule la glycogénogenese et la glycolyse dans les cellules musculaires et
hépatocytes. En contrepartie, elle empéche dans les mémes cellules la production de glucose
par I'inhibition de la glycogénolyse. De plus, €lle blogque la néoglucogenese dans les cellules du
foie et du rein. L’insuline favorise aussi e stockage du glucose par les cellules adipeuses sous

forme de glycérophosphate (Bosco et al., 2002).

Figure 3 : Sécrétion de I’insuline en réponse au glucose par les cellules p du pancréas
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[1.4.2. Hormones hyper glycémiantes

11.4.2.1.Glucagon

Le glucagon est une hormone polypeptidique, produite par les cellules alphas des ilots
de langerhans, responsable d’ une éévation de la glycémie, dont le stimulus le plus important
est |’abaissement de la glycémie aprés une période de jeline, et I'exercice physique
(Grimaldi, 2005).

Son action se fait en se liant sur ses récepteurs specifiques au niveau du foie. Elle
stimule la glycogénolyse et la néoglucogenése pour libérer le glucose vers la circulation

sanguine et ains augmenter la glycémie (Liang, 2012).

[1.4.2.2. L’ adrénaline

L’ adrénaline est sécrétée par les glandes médullosurrénal es sous contréle nerveux, et est
considéré comme |’hormone de stress. Elle est |a premiere hormone neuromédiateur a étre
sollicitée en cas d’hypoglycémie en urgence. L'adrénaline possede des récepteurs dans :
- Lefoie: stimulation de la glycogénolyse et de |la néoglucogenese.
- Letissu adipeux : stimulation de lalipolyse : libération d'acide gras libre dans le sang.

- Le pancréas : stimulation de la sécrétion de glucagon (Camelot, 2008).

11.4.2.3. Lecortisol

Le cortisol ou hormone glucocorticoide, est une hormone stéroidienne dérivée du
cholestérol, et est sécrété par les glandes corticosurrénales. 1l stimule la néoglucogenese
hépatique et fournit a la fois les précurseurs nécessaires en stimulant la lipolyse (libération du
glycérol) et la protéolyse (libération d’ acides aminées). Elle est considérée comme |I” hormone
du jedne (Camelot, 2008).

[1.4.2.4. Hormone de croissance

L’ hormone de croissance est une hormone protéique formée d’ acide aminée active sur
I’ensemble des tissus de I'organisme, sa sécrétion est régulée par deux hormones
hypothalamiques, la somatocrinine (GHRH) et somatostatine (GHIH).

C’est une hormone hyperglycémiante, diminue I’ entrée du glucose dans certain tissus,
augmente lalibération hépatique du glucose et elle pourrait aussi réduire laliaison de l’insuline
aux tissus (William, 2009).

17



Partie théorique Chapitre |l : Régulation dela glycémie

11.4.2.5. Somatostatine

La somatostatine est une hormone peptidique, on latrouve dans les neurones du systéme
nerveux central et périphérique et les cellules D de I'intestin et le pancréas. La somatostatine
agit comme un neurotransmetteur, un facteur tissulaire local, et une hormone.

Sa sécrétion a partir du pancréas inhibe la libération d’insuline, glucagon et les enzymes
pancréatiques. Elle retarde |'absorption du glucose et des acides aminés gastro-intestinaux
(Steiner, 1987).

Figure4: Larégulation hormonale dela glycémie

I1.5. Lesorganes responsables du maintien dela glycémie

11.5.1. Lefoie

Lefoie est |I’organe principal dans larégulation de la glycémie (organe de réserve et de
production du glucose), par sa localisation, il est le premier organe a recevoir le glucose
absorbé par I'intestin, et il I’emmagasine sous forme de glycogéne (glycogénogenese). Cela
permet de prévenir les fluctuations de la glycémie sanguine suite a une prise aimentaire.
D’ autre part, lorsque la glycémie baisse durant e jeline, par exemple, le foie produit du glucose
soit a partir du glycogene (glycogénolyse), soit par la synthese de novo a partir des composés
non glucidiques (néoglucogenese) (Baynes, 2004).

Dés que ces capacités de stockage sont atteintes, le glucose pourra étre utilisé pour la

synthése de triacylglyceérols (ou triglycérides) stockés en une partie dans le foie (Postic, 2004).
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[1.5.2. Pancréas

Les cellules endocrines représentent mois de 2% du tissu pancréatique, elles sont
impliquées dans la régulation du métabolisme des nutriments et de I’homéostasie du glucose.
Ces ilots, sont composés de cing sous-types de cellules, chacun sécréte une hormone
endocrines : a sécrete le glucagon, B I’insuline, 6 somatostatine, € la ghréline, et pp sécrétent les
hormones polypeptidiques pancréatiques. L’insuline et le glucagon ont un acte coordonné pour
maintenir | homeéostasie glycémique en régulant |e stockage, |e métabolisme et la néogenése de
sucre (Adrian, 1978).

[1.5.3. Muscle squelettique

Le muscle squel ettique représentant 40 a 60% de la masse totale du corps humain est le
site magjeur de I’ utilisation de glucose ou il est responsable de 85% de I’ absorption de glucose
postprandial (Lauritzen, 2010). Le glucose circulant utilisé ou métabolise est capté par les
muscles squel ettiques. Cette captation est assurée par |’ activité des GLUT4 qui sont mobilisés
sous I’ action de I’insuline et de la contraction musculaire (Aledo et al., 1997).

L es muscles squel ettiques, peuvent également effectuer |a glycogénogenese apartir du
glucose circulant (250 a 300g) si celui-ci est en exces, al’inverse, en période d’ hypoglycémie,
les muscles pourront effectuer une glycogénolyse mais ne possedent pas la glucose-6-
phosphate, ils sont incapables de libérer de glucose dans la circulation ; celui-ci ne peut donc
gu’ étre utilisé en tant que substrat pour la glycolyse a des fins énergétiques (Vaubordole,
2007).

[1.5.4. Tissus adipeux

Le tissu adipeux (TA) joue un réle important dans le controle de |I’homéostasie du
glucose. Il est principaement composé d adipocytes de cellules immunitaires (macrophages,
lymphocytes), de pré adipocytes et de cellules endothéliales (Schenk, 2008). Lorsque les
apports glucidiques sont excédentaires, le tissu adipeux va effectuer la lipogenése. Ses
capacités de stockage sont particuliérement importantes. A partir de ses réserves il pourra en
période de jeline, libérer les acides gras et du glycérol dans la circulation, c’est la lipolyse
(Camelot, 2008).
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I1.6. Mécanisme du transport de glucose a traver sla membrane plasmique

Avant d'étre utilisé, le glucose doit pénétrer dans les cellules. La bicouche lipidique des
membranes cellulaires étant imperméable a cette molécule hydrophile, son passage vers
I'intérieur de la cellule nécessite la présence de protéines de transport spécialisées qui vont lui
permettre de traverser la membrane plasmique. Les transporteurs d'hexoses appartiennent a
deux familles distinctes de protéines. les SGLT (sodium glucose cotransporter) assurant un
transport actif secondaire et les GLUT (glucose transporter) assurant sa diffusion facilitée
(Wood, 2003).

11.6.1. LesSGLTS

Les SGLT Co transporteur du glucose et du sodium, constituent une famille complexe
de protéines comportant 12 domaines transmembranaires, ils font entrer simultanément dans les
cellules une molécule de glucose et un ion Na', qui ont chacun un site de reconnaissance sur la
protéine. Les SGLT ne sont exprimeés qu’ au niveau de I’intestin gréle et du rein et ont un role
spécifique dans I’ absorption intestinale et la réabsorption tubulaire rénale du glucose. Ce type

de transport appartient au transport actif de glucose (Borel, 1997).

11.6.2. LesGLUTS

Les GLUT sont des protéines transmembranaires facilitant la diffusion intracellulaire de
glucose. Ces transporteurs font partie d’ une famille de proténes intrinseques de la membrane
plasmatique, on leur connait douze domaines transmembranaires, leur domaines
extracellulaires contiennent le site de liaison du glucose (Philippe, 2001).

Lafamille des protéines de transport des hexoses comporte plusieurs isoformes dont les
genes ont été clonés chez I'homme (GLUT1 a GLUT12), dont 7 qui sont impliqués dans le
transport du glucose (Wood, 2003) (tableau I).

Figure5: Topologie membranaire des transporteursfacilités de glucose chez les
mammiferes (Bell et al., 1993).
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Tableau | : Familles destransporteursfacilités du glucose (GLUT).

GLUT | Affinité L ocalisation Fonction L adépendance Références
(mM) al’insuline
Erythrocytes, transport de
tissu feetal, glucose dans Mueckler
5-7 placenta, colon, | tissusfcetal, et al., 1985
1 mmol cerveau, transport basal, Indépendant | ; Gould et
barriére d'échange al., 1991.
entre sang et tissu. Doege et
al., 2001.
Foie, cellules beta Mueckler
du pancréas, rein, | facilitel’ entrée du et al., 1985
7-20 glucose dansle ; Gould et
2 mmol sang. Indépendant | al., 1991.
Doege et
al., 2001.
Cerveau, rein, transporteur a Gould et
intestin, sperme haute affinité, al., 1991.
3 2mmol | humain (piece transport primaire Indépendant Doege et
intermidiaire). de glucose dans al., 2001.
les neurones.
Adipocytes, ceeur, | Régulation par Mueckler
4 5mmol | muscle strié. insuline. Dépendant et al., 1985.
Transport du
glucose 6-
7 Foie, cellules beta | phosphate dansle Indépendant Charleset
du pancréas, rein. | réticulum al., 2009
endoplasmique.
blastocytes, Cellules
testicules, muscle | germinales males
squel ettique, pour synthese
ceeur, intestin, d'ADN transport Dépendant Schirmann
8 2mmol | rate, prostate, du glucose et al., 2002
cerveau, insulinosensible
spermatozoides au niveau des
(acrosome). blastocystes.
Transport de Charleset
12 Ceeur, prostate. glucose Indépendant al., 2009
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[1.7. Transport du glucose via la membrane plasmique des spermatozoides et des

globulesrouges

[1.7.1. Au niveau des sper matozoides

L es spermatozoides ont besoin d'énergie pour se déplacer, car il est le principal objectif
de leur condition de vie, en effet ils utilisent les sucres comme source d'énergie tels que le
glucose, le mannosg, le fructose (Eddy et al., 2003 ; Ford, 2006).

Le transport du glucose au niveau des spermatozoides S effectue via des GLUT tels que
GLUTY, 2, 3, 8. Le GLUT1 est localisé principalement dans la région de |'acrosome et
I'embout de la queue. Le GLUT2 a montré un modéle de distribution similaire, tandis que
GLUT3 se trouve essentiellement dans la piece intermédiaire (Doege et al., 2001).

Au cours de ces derniéres années, une nouvelle protéine de transport du glucose GLUT8
a été découverte dans les spermatozoides humains, et quel est principalement situé a l'intérieur

de latéte des spermatozoides matures dans larégion de I'acrosome (Schirmann et al ., 2002).

[1.7.2. Au niveau des érythrocytes

Le glucose est la principale source d'énergie pour les organismes vivants, et son
transport chez les vertébrés est une propriété universellement conservée. De toutes les lignées
cellulaires, les érythrocytes humains expriment le plus haut niveau du transporteur de glucose
GLUT1 avec plus de 200000 molécules par cellule (Maques et al., 2000). En outre, il
représente 2% des proténes de la membrane plasmique de ces cellules, leur Km est de 1.5
Mm, & cette concentration, environs la moitié des transporteurs dont les sites de liaison font
face a I’ extérieur de la cellule auront un glucose lié et le transport se déroulera a 50% de la
vitesse maximale (L odish et al., 2005).

La perméabilité a I'nexose élevé de globules rouges peut étre nécessaire pour la
livraison adéquate du glucose dans certaines régions du cerveau humain. Et le transport du
glucose rapide dans ces cellules est peu probable d'étre une conségquence directe des exigences
biochimiques des érythrocytes eux-mémes, puisque la capacité de transport des hexoses dans
les érythrocytes dépasse largement |es demandes métaboliques de cette cellule (Holland et al.,
2001).
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[11.1. Lesplantes et la médecine

On appelle plante médicinal e toutes plantes renfermant un ou plusieurs principes actifs
capables de prévenir, soulager ou guérir des maladies (Farnsworth et al., 1986).

Des plantes médicinales ont été empl oyé pendants des siecles comme remede pour les
mal adies humaines parce qu'’ elles contiennent des composants de val eurs thérapeutique.

La recherche des principes actifs extraits de plante est d’' une importance capitale car
elle permet lamise au point de médicaments essentielles (Nostro et al., 2000).

Environ 35000 espéces de plantes sont employées par le monde a des fins médicinales,
ce qui constitue le plus large éventail de biodiversité utilisé par les étres humains. Les plantes
médi cinales continuent de répondre a un besoin important malgré I'influence croissante du
systéme sanitaire moderne (Elgaj et al ., 2007).

[11.2. Généralités sur Rosmarinus officinalis

[11.2.1. Historique

Au XVlIeme siécle Prosper Alpin a découvert des rameaux de romarin dans un
tombeau de I'Egypte ancienne (2000 ans avant. 1.C.). Le romarin apparait parmi d'autres
plantes alimentaires sur des papyrus et des peintures murales a Louxor (vers 1400 avant .J.C.)
(Delaveau, 1987).

Au XVlémesiecle, le romarin était utilisé contre lajaunisse et il guérissait la paralysie
et toutes sortes de maladies cérébrales. A lafin du XVieme siéclele romarin est cité comme

une herbe de lamémoire.

Le romarin était cultivé en Angleterre avant la conquéte des Normands (Xle siécle), et

son emploi est recommandé dans un herbier anglo-saxon de cette époque (Girre, 1985).

A lafin du Xlléme siécle, Arnauld de Villeneuve, médecin et alchimiste catalan qui

étudial’ acool obtient e premier |'essence de romarin en solution.

Au XVeme siecle, John Philip de Liguamine reconnait |e romarin comme condiment

ordinaire des viandes sal ées (Girre, 1985).

Le romarin est cité en médecine islamique comme étant bon pour le mal de téte, les
abces, les piglres de scorpion et pouvant expulser |e pus des ulceres.
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[11.2.2. Description

Le nom latin rosmarinus est habituellement interprété, comme dérivé "ros’ de larosée
et "marinus’ d'appartenir alamer, bien qu’ elle se dével oppe habituellement loin de la mer.
Mais probablement le nom original est dérivé du grec "'rhops" arbuste et "myron" baume.
(Heinrich et al., 2006).

Rosmarinus officinalis est un arbrisseau de la famille des lamiacée trés répandu sur les
terrains calcaires autour du bassin méditerranéen. Il présente un systéme racinaire assez
superficidl et est parfois dominant (Sardans et al., 2005). |l peut atteindre un métre cinquante
de hauteur, parfois plus en culture, et possede des feuilles (aiguilles) persistantes couleur vert
sombre et tres odorante. |1 pousse généralement entre le niveau de la mer et 650 metres

d altitude et sa période de floraison s é&end de mars ajuin (Gonzalez et al., 2007).

[11.2.3. Classification botanique
Embranchement : Spermaphytes.
Sous-embranchement : Angiospermes.
Classe: Dicotylédones.

Sous-classe : Gamopétales.
Ordre: Tubiflorales.
Sous-ordre: Lamiales.
Famille: Lamiacée.
Genre: Rosmarinus.

Espece: officinalis.

Figure 6 : Rosmarinus officinalis

[11.2.4. Répartition géographique

L’ Algérie fait partie des pays méditerranéens, par sa diversité climatique et sarichesse
en couvert végétale, le Romarin fait partie des especes végétales qui se présentent al’ état
sauvage dans les zones littorales pas trop loin de lamer, les lieux sec et arides (Aurés) méme
au Sahara (Beniston, 1982).

Donc I aire géographique du Romarin est spécifiquement méditerranéenne, il est
répandu dans | es pays européens, en France, en Espagne, au Portugal. De I’ autre coté de

Gibraltar on le retrouve au Maroc, en Algérie, en Tunisie et en Libye; maisqu’il est abondant,
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il devient rare et ne se manifeste que dans quelques stations isolées en Egypte, en Isradl,

Liban, aChypre, il réapparait en Turquie, en Grece et en Italie (Granger, 1976).

[11.2.5. Composition phénolique

L es composés phénoliques sont des métabolites secondaires végétaux. Ils peuvent étre
définis comme des mol écul es indirectement essentielles alavie des plantes.

Donc ces composés jouent un réle essentiel dans I'équilibre et |’ adaptation de la plante
au sein de son milieu naturel (Macheix et al., 2005).

D'un point de vue appliqué, ces molécules constituent |a base des principes actifs que
I'on trouve chez les plantes médicinales (Macheix et al., 2005).

Telsque:

Les acides phénoliques : principalement présents dans le romarin et a des teneurs
importantes sont : I’ acide rosmarinique, I’ acide caféique, I’ acide néo-chlorogénique, |’ acide
vanillique (Stavros et Vassilis, 2003). Et d’ autres comme I’ acide carnosique, carnosol, .....
IIs ont une grande action antimicrobienne qui change d’ une variété a une autre du romarin. Ce

gui témoigne du changement de la teneur en polyphénols (M or eno, 2006).

Les flavonoides : Les flavonoides sont impliqués dans de nombreuses interactions des
plantes avec | es conditions biotiques et abiotiques de leur environnement (Hutzler et al.,
1998). Ces substances sont présentes dans toutes |es parties des végétaux supérieurs : racines,
tiges, feuilles, fruits, graines, bois, pollens.

Plus de dix flavonoides sont isolés et identifiés dans le romarin, la plus part d’ entre

eux sont des dérivés de flavone (Verhoeyen et al., 2002).

Le romarin contient d’ autres classes de polyphénols tels que les anthocyanidine, les

tanins et autres.

[11.2.6. Utilisation

Le romarin est connu al’ échelle mondiale comme plante aromatique et médicinale. 1l
est trés utile aux apiculteurs produisant, tout au long de I’ année des fleursil génere un miel
tres parfume.

Gréce a ses propriétés antioxydantes, le romarin est utilisé dans|’industrie de
fabrication des produits a base de viande. Ses huiles essentielles entrent dans |a fabrication

des parfums, des shampoings et des produits insecticides (Wang et al., 2008).
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[11.2.7. L’ effet thérapeutique de la plante
L'action de la phytothérapie sur I'organisme dépend de la composition des plantes,
depuis XVIIléme siecle, au cours duquel des savants ont commence aextraire et aisoler les

substances chimiques qu'elles contiennent.

Le romarin était déja cité en médecine arabe classique pour ses propriétés hépatotrope,
diurétique et emmeénagogue qui sont dues aux présences des flavonoides en synergie avec les

acides phénoliques (L emonica, 1996).

Les feuilles de romarin sont utilisées dans la phytomédecine, pour brulures d’ estomacs
et thérapie d’ appui, des maladies rhumatismales, en usage externe pour les problemes de
circulation, en bains, | herbe est utilisé comme stimulant externe pour I’ accroi ssement sanguin

fourni alapeau, ¢ est aussi un bon excitant de cuir chevelu (Albert, 1996).

L es diterpenes phénoliques présentant dans le romarin, tel que I’ acide canonique et le
carnosol ont des effets d’ inhibition contre des virus de HIV-1 et certains cancers et d’ autres

entrants cette fraction ont un effet carcinologique (Deans et al., 1998).

Le romarin stimule le fonctionnement de lavésicule biliaire. Egalement, il calme les
spasmes d’ origine digestive par son action spasmolytique sur lesintestins et |’ estomac. 1l est
également prescrit, en médecine traditionnelle sous forme d’infusions de feuilles ou des
sommités fleuries, comme cholagogue et cholérétiques. 1l s’emploie contre les céphalées et la
dyspepsi e sous forme de teinture homeéopathique ou d’ alcoolat. Les feuilles sont appliquees
contre les gonflements articulaires et les rhumatismes (Geor gantelis et al., 2007). Plusieurs
auteurs ont rapporté que certains composés présents dans les extraits du romarin possedent
des propriétés antibactériennes (Geor gantdis et al., 2007).

L’ extrait de Rosmarinus officinalis raméne la glycémie et auss augmente e niveau

d'antioxydants, ce qui montrent que Rosmarinus officinalis a une activité hypoglycémiante
(khalil et al., 2012).
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|. Matériel et méthodes

La recherche de molécules antidiabétiques d’ origine végétale ne cesse pas de prendre
ampleur dans le domaine de phytothérapie et de pharmacognosie, et divers modées
expérimentaux sont actuellement utilisés pour I’ étude du diabete et les complications qu’il
engendre. L’objectif de notre travail consiste a éudier I’ effet de répaglinide (antidiabétique)
et de I'extrait de Rosmarinus officinalis sur la capture du glucose par deux modéles
cellulaires, spermatozoides humains et globules rouges.

Notre étude est réalisée sur un total de 11 personnes.

[.1. Matériels

[.1.1. Matériels biologiques

[.1.1.1. Spermatozoides humains

Les spermatozoides utilisés dans cette expérience sont obtenus a partir des hommes
désirants effectuer des analyses sur la qualité de leur sperme, dont I’ abstinence sexuelle est du
trois jours. Les échantillons du sperme frais proviennent d'un laboratoire d analyses

meédicales dans laville de Bgaia

1.1.1.2. Globulesrouges
Les échantillons du sang proviennent ausss du méme laboratoire, prélevés

généralement a partir des personnes matures.

[.1.2. Produits chimiques

L’ antidiabétiqgue NovoNorm, dose 1mg utilisé lors de cette étude, a été procuré d' une
pharmacie dans laville de Bgaia (Algérie), provient de Danemark.

Le kit de dosage de glucose (glucose oxydase), provenant de Spinreact (Espagne), a
été procuré de FAPROLAB, un point de vente de produits chimiques danslaville de Bejaia.

Les autres réactifs chimiques tels que le NaCl, glucose et autres, sont obtenus auprés
de Chemopharma.

Les autres appareils et matériels utilisés lors de cette étude sont rapportés en annexes.
[.1.3. Matériel végétale

Les polyphénols de Rosmarinus officinalis utilisés dans cette étude, sont extraits par

macération, suivie par plusieurs lavages avec des solvants organiques. La procédure
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d’extraction avec ces différentes étapes, a été réalisée par d autres étudiants au niveau des
laboratoires de I’ animalerie de |’ université Abderahmane Mira de Bejaia.

[.1.4. Matériel d’analyse

L’ analyse des paramétres spermatiques a été réalisée par un analyseur informatique
SCA (Sperm Class Analyser).

Le dosage de glucose est base sur une méthode colorimétrique en utilisant un
spectrophotometre (UNICO 1200).

[.2. Méthodes

[.2.1. Préparation des échantillons

[.2.1.1. Préparation des échantillons du sperme

Apres 30 minutes de liquéfaction, le sperme a été dilué a 50% (v/v) avec |'eau
physiologique NaCl (0,9%), ce qui permet de conserver les spermatozoides. Puis réparti en
plusieurs échantillons selon la dose du médicament gjoutée (25ug/, 37ug, 50ug/ml) et de
I’extrait de R.officinalis (50, 75, 100ug/ml), ensuite un volume de 100ul d une solution
glucosée a été gjouté dans chague échantillon, de telle fagon & obtenir une concentration
finade de 2,5mg/ml de glucose.

[.2.1.2. Procédure expérimentale
Les différents paramétres spermatiques ainsi que le glucose consommée par les
spermatozoides, ont &é mesurés chague une heure pendant cette expérience.

[.2.1.2.1. Effet de répaglinide et de I'extrait de Rosmarinus officinalis sur les
différents paramétres de mobilité

Immédiatement apres I’ gjout de la solution glucosée, une analyse des paramétres de
mobilité spermatique a été réalisée a I’aide d'un anayseur informatique de sperme (Sperm
Class Analyzer), I’examen a été fait a un grossissement de 20x. Et a été répétée chaque 1
heure.

Pour chaque échantillon les paramétres suivant ont été analysés: le pourcentage de
mobilité, la vitesse curvilinéaire en um/s (VCL), la vitesse progressive en um/s (VSL), la
vitesse selon la trg ectoire moyenne pm/s (VAP).

Les échantillons ont été incubés a une température ambiante pendant toute la durée de

I’ expérience.
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1.2.1.2.2. Effet de répaglinide et I’extrait de Rosmarinus officinalis sur la capture
de glucose

L’ effet de répaglinide et I’ extrait de R.officinalis sur la consommation de glucose par
les spermatozoides, a été étudié en mesurant la quantité de glucose consommée par ces
derniers. Pour cela, aprés chague une heure de |’gout de glucose, un volume de 200ul de
chague échantillon préparé précédemment a été centrifugé a 400xg pendant 10 minutes afin
de récupérer e surnagent.

Un volume de 5pl du surnageant obtenu a été ajouté a un volume de 1ml de réactif de
dosage de glucose (glucose oxydase), et aprés agitation et incubation a une température
ambiante pendant 15 a 20min, |” absorbance a été mesurée a 520nm par spectrophotomeétrie.

L’intensité de la couleur obtenue (rouge), est proportionnelle a la concentration de
glucose présent dans le milieu.

[.2.2.2. Préparation des échantillons du sang

Les échantillons du sang ont été préparés a partir du sang frais. En ce fait, le sang a été
centrifugé a 3000rpm pendant 10 minutes, puis le sérum a été éiminé et remplacé par une
solution isotonique (Nacl 0.9%).

Une solution glucose a été gjoutée a |’ échantillon du sang, de telle maniere a obtenir
une concentration finale de 2,5mg/ml. Plusieurs échantillons ont été crées a partir de
I”échantillon mere, dont chacun contient la concentration désirée du médicament (25,
37,50pg/ml) ou de I’ extrait de R.officinalis (50, 75, 100ug/ml).

1.2.2.2.1. Effet derépaglinide et I’ extrait de R.officinalis sur la capture de glucose

L’ effet de répaglinide et I’ extrait de R.officinalis sur la consommation de glucose par
les globules rouges, a été étudié en mesurant la quantité de glucose consommeée par ces
derniers. Pour cela, aprés chague une heure de |’gout de glucose, un volume de 200ul de
chague échantillon préparé précédemment a été centrifugé a 3000rpm pendant 10 minutes afin
de récupérer e surnagent.

Un volume de 10ul du surnageant obtenu a été gjouté a un volume de 1ml de réactif de
dosage de glucose (glucose oxydase), et aprés agitation et incubation a une température

ambiante pendant 15 & 20min, I’ absorbance a été mesurée par spectrophotométrie a 520nm.
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[.3. Analyse statistique
En utilisant un logiciel de statistique Statview (5.0), les résultats des tests effectués
dans ce travail sont exprimés en moyenne + ecartypes (p<0.05). La comparaison des résultats

a été effectuée par I’analyse de lavariance (ANOVA).
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Il. Résultats et discussions
Les résultats suivants représentent |’ effet des polyphénols de Rosmarinus officinalis
comparé a celui de répaglinide (antidiabétique), sur I’ utilisation de glucose par deux types de

cellules, le spermatozoide et le globule rouge humain.

[1.1. Effet derépaglinide sur la mobilité des sper matozoides
Le répaglinide est un antidiabétique oral de la classe des glinides, connu beaucoup
plus par son effet insulinosecrétaguogue. La figure7 représente la variation de la mobilité

spermatique sous |’ effet de répaglinide en fonction du temps.
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Figure 7 : Histogrammerepr ésentant I’ effet de répaglinide sur la mobilité sper matique

Nous constatons d' aprés la figure, qu’ aprés 1 heure d'incubation, le pourcentage de la
mobilité spermatique a augmenteé significativement, aussi bien dans les échantillons traités par
le répaglinide/glucose, que dans I’ échantillon traité par le glucose seul.

Apres 2h d'incubation, le pourcentage de la mobilité spermatique diminue
progressivement dans tous les échantillons et la mobilité reste stable et réduite jusgu’a la fin
del’ expérience.

L’ amélioration de la mobilité spermatique observée apres une heure d’incubation dans
les différents milieux, reviendrait a la présence du glucose, ce dernier sert d’'un substrat
énergétigue tres utilisé par tous les types cellulaires. Aprés sa capture par |e spermatozoide via

des transporteurs spécialises (GLUT), le glucose sera compléetement dégradé pour fournir au
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spermatozoide I'ATP nécessaire au battement du flagelle, et qui se traduit par une
amélioration dans lamobilité.

Quant au médicament utilisé dans cette expérience, il n'a pas montré d effet
significatif sur I’amélioration de la mobilité, cela reviendrait au mode d’ action de répaglinide
qui agit beaucoup plus sur la sécrétion de I'insuline, que sur I’ utilisation de glucose par les

tissus périphériques.

[1.2. Effet de I'extrait de Rosmarinus officinalis sur la mobilité des

sper matozoides
L’amélioration de la mobilité spermatique sous |’ effet des polyphénols de Rosmarinus

officinalis est illustrée sur lafigure 8.
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Figure 8 : Histogrammereprésentant I’ effet des polyphénols de Rosmarinus officinalis

sur la mobilité des sper matozoides.

Nous constatons d'aprés la figure, que le pourcentage de la mobilité des
spermatozoides traités par |'extrait de R. officinalis a une dose de 100ug/ml, évolue
significativement aprés une heure d’incubation (12%,30%), et persiste jusgu'a la fin de
I’ expérience (30%). L’échantillon de spermatozoides traités par une dose de 75ug/ml a
montré une améioration progressive dans la mobilité tout au long de I'expérience
(12%,20%,27%), dont le pourcentage de mobilité est un peu inférieur a celui montré par les

spermatozoides traités avec une dose de 100ug/ml de I’ extrait. Tandis que la mobilité des
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spermatozoides non traités (glucose seul), reste relativement faible (18%), et persiste jusqu’ a
lafin du test.

D’ apres le résultat obtenu, nous pouvons déduire que les polyphénols de Rosmarinus

officinalis améliorent la mobilité des spermatozoides humains. Larelation dose/effet observée
lors de cette expérience confirme notre résultat.

Divers, sont les mécanismes d’ action par lesquels I’ extrait de R. officinalis peut agir,
citant le plus probable, qui est I’ augmentation de I’ utilisation de glucose par |e spermatozoide.

L’ entrée massive de glucose aI’intérieur de la cellule spermatique, génere une grande
guantité d’ ATP, qui est utilisée essentiellement dans la mobilité.

Des éudes ont montré que les facteurs physiologiques tels que le calcium, I'ATP,
I'AMPc et le glucose sont essentiels au maintien d'une motilité hyperactive (Suarez et Ho,
2003).

[1.3. L'effet de I'extrait de Rosmarinus officilanis sur les différents types de
vitesses

La figure 9 montre |’ effet de I’extrait de R. officinalis sur les différents types de
vitesses, VCL (average of curvilinear velocity) la vitesse curvilinéaire, VSL (straight line

velocity) la vitesse progressive, VAP (average path velocity) vitesse selon la trgjectoire
moyenne.
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Figure 9 : Histogrammereprésentant I’ effet de |’ extrait de Rosmarinus officinalis sur les
différentstypes de vitesses des sper matozoides humains.
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Nous constatons d’ apres la figure, que les valeurs des différents types de vitesses
(VCL, VSL, VAP), diminuent apres 1 heure dincubation dans les échantillons traités par
I’extrait, tandis que I’ échantillon qui contient seulement le glucose, les valeurs des vitesses

sont relativement stabl es.

Aprés 2 heures, les spermatozoides traités par I’ extrait (R.officinalis) ont connu une
grande amélioration dans leurs vitesses, a la différence de |’ échantillon non traité, dont les

vitesses des spermatozoides diminuent progressivement jusqu’ alafin del’ expérience.

Vers la fin du test, les spermatozoides traités par I’ extrait ont exprimé des vitesses

relativement éleveées par rapport a celles des spermatozoides non traités.

L’amélioration dans les vitesses des spermatozoides traités par | extrait, reviendrait a
une hyperactivation des spermatozoides par ce dernier, ce qui Se traduit méme par une

amélioration dans le pourcentage de la mobilité observée lors des tests précédents.

Cette hyperactivation des spermatozoides serait le résultat d’une entrée massive de
glucose dans la cellule, ce qui engendre une synthése accrue de I'ATP nécessaire aux
différents mouvements du spermatozoide. La stimulation de I’ utilisation de glucose induite
par |’extrait pourrait avoir plusieurs mécanismes d’action, amélioration de la fonction des
transporteurs de glucoses (GLUT), augmentation du nombre de GLUT sur la membrane
spermatique (translocation) et accél ération de la dégradation de glucose dans lacellule.

L’ effet tardif de I’extrait sur I’améioration des vitesses des spermatozoides (apres 2
heures), reviendrait a une action intracellulaire des composes actifs de cet extrait, cela pourrait

étre confirmé aussi par la persistance de I’ effet.

[1.4. L’ effet de répaglinide et de I'extrait de Rosmarinus officinalis sur les
différentstypes de vitesses

Lafigure 10 montre I’ effet de I’ extrait de R. officinalis comparé a celui de répaglinide
sur les différents types de vitesses, VCL (average of curvilinear velocity) la vitesse
curvilinéaire, VSL (straight line velocity) la vitesse progressive, VAP (average path velocity)

vitesse selon la trgjectoire moyenne.
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Figure 10 : Histogramme représentant la variation des vitesses sous |’ effet del’extrait de

Rosmarinus officinalis et derépaglinide

L’amélioration des vitesses a été notée vers la fin du test (apres 2heures), aussi bien
pour |'extrait que pour le médicament. Les spermatozoides qui ne sont pas soumis a un
traitement ont montré une diminution progressive dans leurs vitesses.

Le répaglinide a montré un effet positif sur I’amélioration des vitesses, notamment sur
les VCL, dont I’ effet est plus important a celui observé avec I’ extrait. Cependant I’ extrait de
R. officinalis semble avoir plus d’ effet sur lesVSL et lesVAP.

Globalement, les deux échantillons testés lors de cette expérience ont montré un effet
sur les vitesses des spermatozoides, bien que I’ extrait de R. officinalis améliore beaucoup plus

les VSL, cette derniére est impliquée surtout dans le déplacement rapide du spermatozoide.

[1.5. Effet du répaglinide et de I’extrait de Rosmarinus officinalis sur la capture
du glucose par les sper matozoides humains
L’ utilisation de glucose par les cellules de I’ organisme, est I’ un des parameétres clés
gui nous renseigne essentiellement sur |’ effet glucophage des molécul es bioactives. En effet,
I’ action de répaglinide et les polyphénols de R. officinalis sur la consommation de glucose
par les spermatozoides humains est montrée sur lafigure 11.
Les valeurs de I’ absorbance sont inversement proportionnelles a la quantité de glucose

consommeée par les cellules.
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Figure 11 : Histogrammereprésentant |’ effet derépaglinide et I’ extrait de Rosmarinus

officinalis sur I’ utilisation de glucose par les sper matozoides humains

Nous constatons d aprés la figure 11, que la diminution des valeurs de I’ absorbance
N’ est pas significative dans les trois milieux (glu/100ug ext, glu/25ug rép et glu seul). Notant
gu’ une légere différence dans les valeurs de I’ absorbance a été observée entre les échantillons
traités et non traités, apres 1 heure et 2 heures. Ces valeurs de | absorbance qui représentent la
guantité de glucose présente dans le milieu, sont révélatrices de la quantité de glucose

consommeée par |es spermatozoides.

D’apres ce résultat nous pouvons suggéerer gque les polyphénols de R. officinalis
améliorent la mobilité des spermatozoides, via un mécanisme indépendant de la
consommation de glucose par la cellule. L’effet pourrait étre attribué aux molécules
activatrices de la mobilité contenues dans les polyphénols testés.

Notant que les tests effectués lors de cette études ne dévoilent pas les mécanismes
d’action probables par les échantillons testés, exempt celui exercé via la consommation de
glucose.

I1.6. Effet du répaglinide sur la capture du glucose par les globulesrouges
Sur lafigure 12, il est illustré I’ effet de répaglinide sur le transport de glucose par les
érythrocytes humains. Les valeurs de I’ absorbance sont inversement proportionnelles ala

guantité de glucose consomme par les cellules.
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Figure 12 : Histogramme repr ésentant I’ effet de répaglinide sur la consommation de
glucose par les érythrocytes humains

Une légére différence dans les vaeurs de I'absorbance a été notée entre les
échantillons traités et les échantillons non traités surtout vers la fin de I’ expérience (apres 2
heures).

Cette différence dans les valeurs de I’ absorbance reviendrait a une différence dans la
quantité de glucose consommeée par les cellules. Notant aussi que I’échantillon de cellules
traité par la dose la plus élevée du médicament a compris une consommation relativement
importante.

Ce résultat, nous laisse suggérer que le répaglinide pourrait avoir un effet positif sur
I’utilisation de glucose par les globules rouges, et cela par |’ activation des transporteurs de

glucose majoritairement exprimés sur la membrane des érythrocytes (GLUT1)

La relation dose/effet observée lors de ce test, consolide nos suggestions.
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[1.7. Effet del’extrait de Rosmarinus officinalis sur la capture du glucose par les
globulesrouges

Lafigure 13 représente I’ effet de |’ extrait de R. officinalis sur |la consommation de
glucose par les érythrocytes.
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Figure 13 : Histogramme représentant |’ effet de |’ extrait de Rosmarinus officinalissur la

capture du glucose par les globulesrouges

Le résultat montre que les polyphénols de Rosmarinus officinalis n’ ont pas d’ effet
significatif sur I’ utilisation de glucose par les globules rouges humais, bien qu’ apres 2 heures
d’incubation, une |égére différence dans la consommation de glucose a été observeée avec la
dose laplus élevée de |’ extrait.

Ceresultat reviendrait au fait que les polyphénols de R. officinalis n’ augmentent pas
I’ utilisation de glucose par les transporteurs de glucose majoritairement exprimeés sur les
érythrocytes (GLUTL).

Notant al’ occasion que ce type de transporteur est ubiquitaire, autrement dit, il est
exprimeé sur lamajorité des tissus de |’ organisme avec des proportions différentes d’ un type
cellulaire aun autre, ce qui rend sa stimulation par des molécules bioactives ouvre des

perspectives pour le développement d’ un puissant antidiabétique.
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Conclusion et perspectives

Le glucose sert d’un substrat énergétique tres utilisé par tous les types cellulaires.
Aprés sa capture par le spermatozoide via des transporteurs spécialisés (GLUT), il sera
complétement dégradé pour fournir au spermatozoide I’ATP nécessaire au battement du

flagelle, et qui se traduit par une amélioration dans la mobilité.

Le répaglinide utilis¢ dans cette expérience, n’a pas montré d’effet significatif sur
I’amélioration de la mobilité, cela reviendrait au mode d’action de répaglinide qui agit
beaucoup plus sur la sécrétion de I’insuline, que sur 1’utilisation de glucose par les tissus

périphériques

Les spermatozoides traités par les polyphénols de Rosmarinus officinalis ont présenté
une amélioration dans leur mobilité. La relation dose/effet observée lors de cette expérience

confirme notre résultat.

L’amélioration dans les vitesses des spermatozoides traités par 1’extrait, reviendrait a
une hyperactivation des spermatozoides par ce dernier. L’extrait de Rosmarinus officinalis
améliore la mobilité spermatique par un mécanisme d’action mal compris. Cela de fait que cet

extrait n’a pas augmenté 1’utilisation de glucose par les spermatozoides.

Le répaglinide pourrait avoir un effet positif sur 1’utilisation de glucose par les
globules rouges humain, a la différence des polyphénols de R. officinalis qui n’ont pas d’effet
significatif sur 1’utilisation de glucose par ce type de cellule.

L’ensemble de ces résultats obtenus ne constituent qu’une premiere étape dans

I’évaluation de I’effet glucophage de molécules bioactives.

I1 serait trés intéressant d’utiliser le spermatozoide et le globule rouge humain comme
modeéles cellulaires a coté des autres modéles existant utilisés dans 1’étude de diabéte et les

molécules bioactives a effet hypoglycémiant.

Des études trés approfondies seraient nécessaires pour dévoiler les mécanismes

d’action avec lesquels les molécules antidiabétiques agissent sur le transport de glucose.
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Annexes

Matérielsutilisélorsdel’ expérimentation
Microscope assisté par ordinateur SCA (Sperm Class Analyzer).
Cellule de Makler.

Micropipette (10, 200, 1000ul).

Embouts de pipettes en polypropyléne.
Répaglinide NOVONORM.

Extrait de plante (Romarin).

Eau physiologique (Nacl).

Réactif (glucose oxydase).

Tube Eppendorf.

Centrifugeuse (SIGMA 1-14).
Spectrophotométre (UNICO 1200).
Agitateur.

Chronométre.

Centrifugeuse SIGMA 1-14 Spectrophotometre UNICO 1200



Sperm Class Analyzer



Résumé

Le diabéte est une véritable pandémie mondiade, une maladie endocrinienne
regroupant un ensemble de troubles métaboliques et se caractérise par un taux de sucre élevé
dans le sang (hyperglycémie) résultant de défaut de la sécrétion ou de I’ action de I’insuline.
Cette hyperglycémie contribue a long terme a |’ apparition de deux types de complications
micro et macrovasculaires. En effet, ces dernieres représentent |’essentiel de la gravité de
cette pathologie.

Parmi |es antidiabétiques oraux, nous citons le répaglinide qui est connu par son effet
hypoglycémiant en stimulant la sécrétion de ’insuline par les cellules B du pancréas.

Rosmarinus officinalis est utilisé depuis plusieurs siecles contre diverses pathologies
humaines, tel que le diabéete. Dans ce présent travail nous avons testé |’ effet de répaglinide et
des polyphénols de Rosmarinus officinalis sur deux modéles cellulaires, les spermatozoides
et les globules rouges humains, afin de démontrer I’ effet de ces molécules sur I’ activité des
transporteurs de glucose (GLUT), dont I'objectif final est de développer de nouvelles
mol écul es antidiabétique.

Motsclés: Diabéte, Rosmarinus officinalis, spermatozoides, globules rouges.

Abstract

Diabetes true global pandemic, an endocrine disorder involving a group of metabolic
disorders characterized by high levels of blood sugar (hyperglycemia) resulting from defects
in the secretion or action of insulin, hyperglycemia contributes to this long term appearance of
the micro-and macro vascular complications. Indeed, they represent the essence of the
seriousness of this disease.

Among the oral antidiabetic agents, we include repaglinide, which is known by its
hypoglycemic effect by stimulating the secretion of insulin from pancreatic 3 cells.

Rosmarinus officinalis has been used for centuries against various human diseases,
such as diabetes. In the present work we tested the effect of repaglinide and Rosmarinus
officinalis polyphenols on two cellular models, sperm and human red blood cells, to
demonstrate the effect of these molecules on the activity of glucose transporters (GLUT),

whose ultimate goal isto develop new antidiabetic molecules.

Keywords: Diabetes, Rosmarinus officinalis, sperm, red blood cells.
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