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Introduction

Introduction

Le glucose est un Substrat énergétique essentiel pour 1I’organisme humain. Son
transport est facilité¢ dans les cellules grace a une famille de protéines transmembranaires, les
GLUT, De nombreuses pathologies sont associées a des anomalies de son transport comme
les maladies neuro-dégénératives, cancers et diabéte (Slimani et al., 2010).

Le diabéte connu depuis plus de 3000 ans, restait une maladie redoutable jusqu’au
début du siecle. 11 touche une partie active de la population et engendre de multiples
problémes médicaux, économiques et sociaux (Belkhadir et El Alaoui, 1993). La prévalence
du diabete est environs 4% de la population mondiale et on s’attend a une augmentation de

5,4% en 2025(Al-Achi, 2005).

Le diabéte, communément appelé diabéte sucré, est une maladie métabolique qui se
traduit par une hyperglycémie chronique (Annick et al., 2012). Cette derniére produit des
dommages a long terme avec plusieurs complications. La dérégulation de I’homéostasie du
glucose peut résulter d’altérations de I’insulino-sécrétion, de I’action de I’insuline ou des
deux. Les mécanismes physiopathologiques pouvant conduire aux différentes formes de

diabete qui sont multiples (Diatloff-Zito et Marquis, 2002)

La métformine est utilisée depuis de trés nombreuses années comme un traitement
antidiabétique oral du diabete sucré. Son efficacité démontrée et son coft la font proposer en
premicre ligne de traitement dans pratiquement toutes les recommandations (Danchin et al,

2010).

La présente étude consiste a étudier I’effet de la métformine sur 1’utilisation de glucose
par deux types cellulaires, a savoir le spermatozoide et le globule rouge humain. A coté des
autres modeles cellulaires déja utilisés dans 1’étude du diabéte, ces deux types de cellules
peuvent servir d’un excellent modéle pour 1’étude de 1’effet d’éventuelles molécules
antidiabétiques, notamment 1’amélioration de 1’utilisation de glucose par les cellules de

I’organisme.
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Chapitre I Le diabéte sucré

I.1. Historique
Le diabete est signalé des la plus haute antiquité. Ainsi le papyrus découvert a

Thebes, daté de 1550 avant J.-C. Le terme de diabéte proprement dit est attribu¢ a Demetrios

n n

d'Apnée (275 environ avant J.-C.) et dérive de "diabainen " c.-a-d. "qui passe a travers ",
désignant ainsi la fuite des urines qui ne sont pas retenues. Le terme latin "diabetes" est
attribué¢ a Arétée de Cappadoce (premier siecle apres J.-C.) qui a aussi fait une description de
la maladie. A partir du XVIle siécle Thomas Willis (1621-1675) a reconnu la saveur sucrée
des urines, et donc la glycosurie. En fait, 1000 ans plutot, le Iégendaire Sugruta (400 avant J.-
C) a découvert la glycosurie et avait alors noté le caractére poisseux des urines et leur saveur
sucrée, douée de la propriété d'attirer les fourmis ! A partir du XVIlle siecle, les Anglais Pool
et Dobson en 1775, mettent en évidence du sucre dans les urines des diabétiques. Dés 1797,
avec 1'Anglais John Rollo, les premieres théories métaboliques visant a expliquer le diabéte
voient le jour. Selon cet auteur "le sucre en exces dans les urines provient dune
transformation anormale des glucides alimentaires par l'estomac". En 1815, le chimiste
francais Chevreul identifie le sucre dans les urines des diabétiques comme étant du glucose.
En ce basant sur cette théorie, Appollinaire Bouchardat (1830 a 1879) développe la diététique
du diabétique. En 1848, Claude Bernard démontre la fonction glycogénique du foie (Delluc et

al., 1996).

Paul langerhans (1847-1888) qui a découvrit des cellules particuliéres, disposées en
amas dans pancréas et qu’on appellera plus tard les (ilots de langerhaus). Il faut attendre 1921
pour que la découverte de I’insuline soit officiellement reconnue par Frederick Grant Bouting,
jeune chirurgien de 1’Ontario, aidé par son assistant Best, ils réussirent a isoler massivement
cette sécrétion. Suite a cette fabuleuse découverte, 1’équipe se voit attribué le prix Nobel de

médecine en 1923 (jouzier, 2007).

I1.2. Epidémiologie
Le diabete classé la quatrieme ou la cinquiéme cause de mortalité¢ dans la plupart des
pays industrialisés a cause de ces différentes complications telles que les maladies cardio-

vasculaires, les neuropathies diabétiques les insuffisances rénales (IDF, 2000).

La prévalence du diabéte est importante et en augmentation progressive, environs 135
millions d'adultes diabétiques estimés en 1995, et cette prévalence atteindra probablement

300 millions en 2025 (Anonyme, 2003).
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Tableaux 1: Classement des pays dans le monde selon la prévalence du diabéte entre

2000 et 2030 (Shivashankar et Mani, 2011).

2000 2030
Classement bays Gens diabétiques en pays Gens diabétiques en
millions millions

1 Inde 31,7 Inde 76,4

2 Chine 20,8 Chine 423

3 US.A 17,7 US.A 30,3

4 Indonésie 8,4 Indonésie 21,3

5 Japon 6,8 Pakistan 13,9

6 Pakistan 5,2 Brésil 11,3

7 Russ 4,6 Bengladesh 11,1

8 Brésil 4,6 Japon 8,9

9 Italie 4,3 philippine 7,8
10 Bengladesh 3,2 Egypte 6,7

Au sud d’Asie la prévalence du diabéte sucré augmente de 150% entre 2000 et 2030,
au cours de la méme période le diabete est prévu d’augmenté par 40%, les études montrent
que le sud d’Asie augmente plus les risques de développé la maladie du diabéte par apport au

autres groupes ethniques (Jayawardena et al., 2012).

En Algérie, la prévalence du diabéte est en augmentation dans les populations
urbaines et rurales. L’étude sur un échantillon au niveau de 7 656 individus a révélée une
prévalence du diabete de type 2 de 10,5 % et du type 1 de 3,7%. La prévalence du diabéte
globale est alors de 14,2 %, les hommes (20,4 %) étant plus touchés que les femmes (10,7%).
Cette prévalence globale est de 15,3% en milieu urbain et de 12,9% en milieu rural. Un taux
d’obésité mesuré par 1’indice de masse corporelle a été constaté chez les deux sexes et dans
les deux milieux. Ainsi, 56,7% des hommes et plus de la moiti¢ des femmes souffrent
d’obésité en milieu urbain et 60% de la population diabétique présente au moins une

complication dégénérative (Zaoui et al., 2007).
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Figure 1: la prévalence du diabete dans le monde selon I’age, entre I’année de 2000 et

2030 (Shivashankar et Mani, 2011).

1.3. Définition du diabéte sucré

Le diabéte sucré est une affection métabolique caractérisée par 1’augmentation du taux
de sucre sanguin (hyperglycémie), qui perturbe le métabolisme des hydrates de carbone, des
graisses et des protéines. L’affection est due a un défaut de la sécrétion d’insuline, de 1’action

de I’insuline ou de ces deux anomalies associées (Wens et al., 2007).

La teneure du glucose dans le sang ou la glycémie chez un sujet sein compris entre 0,8
et 1g/l, quand la glycémie augmente, le pancréas agit en sécrétant I’insuline qui aura alors
pour role de ramener le taux a la norme. Une insuffisance en insuline provoque donc une
accumulation de sucre dans le sang, laquelle se traduit par une hyperglycémie ou un diabete

(geoffroy, 2005).

L’ hyperglycémie chronique est associée a des complications chroniques spécifiques
touchant particulicrement les yeux, les reins, les nerfs, le cceur et les vaisseaux (Drouin et al,

1999).

L.4. Classification étiologique du diabete
La classification du diabete publiée en 1997 par un groupe d’experts sous la
responsabilité de 1’Association Américaine du Diabéte (ADA) remplace celle élaborée en

1979 par le "National Diabetes Data group" et entérinée en 1980 par I’OMS (Rodier, 2001).

|!
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1.4.1. Diabete type 1
Le diabete de typel ou bien I’insulinodépendant est la conséquence de la destruction

progressive des cellules béta des ilots de langerhans (Rodier, 2001).

Le manque d’insuline qui en découlé¢ rend I’administration de cette hormone
indispensable. Cette affection apparait généralement pendant la jeunesse et le diagnostic est
souvent pos¢ suite a la présence de symptomes séveres (Wens et al., 2007). Le diabéte

insulinodépendant est divisé en 2 sous types :

A. Auto-immun : au cours duquel la destruction des cellules béta par un processus,
auto-immun est due aux anticorps anti cellules d’1lots de langerhans.

B. idiopathique : correspond a une minorité des sujets. Certains présentent une insulino-
pénie permanente avec céto-acidose d’origine inconnue (Drouin et al, 1999). Le
diabete de type 1 est remarquable par son début brutal: syndrome cardinal associant
polyuro-polydipsie, polyphagie, amaigrissement et asthénie chez un sujet jeune,
mince, avec cétonurie associée a la glycosurie. On ne retrouve d’antécédent familial
que dans 1 cas sur 10. Il survient essentiellement avant 20 ans, mais connait 2 pics

d’incidence vers 12 et 40 ans (Grimaldi, 1999 — 2000).

1.4.2. Diabéte type 2

Le diabéte de type 2 est une maladie multifactorielle (Guillausseau et loi-Michelin,
2003). L'hyperglycémie est la conséquence des deux anomalies interdépendantes concernant
I’insuline : une perturbation de 1'insulino-secrétion (anomalie fonctionnelle de la cellule B) et
une insulino-résistance (insensibilité relative des tissus a 1'insuline secrétée qui entraine une
augmentation de la production de glucose et une diminution de son utilisation au niveau des

tissus musculaires et adipeux) (Anonyme, 2003).

Le diabete de type 2 se caractérise typiquement par la découverte fortuite, hérédité
familiale asymptonique, représente 85 a 90% de diabéte. Apparait généralement apreés 1’age

de 50 ans avec I’explosion de I’obésité (Bush-Brafin et Pinget, 2001).

1.4.3. Le diabete gestationnel

L’Organisation Mondiale pour la Sant¢ (OMS), définit le diabéte gestationnel comme
un trouble de la tolérance glucidique conduisant a une hyperglycémie sévére, apparait ou
diagnostiquée pour la premicre fois pendant la grossesse, quel que soit le traitement

nécessaire et I’évolution dans le post-partum (Alain, 2007).
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1.4.4. Le diabéte secondaire
Les diabétes dits "spécifiques" sont secondaires a une maladie pancréatique, a une

endocrinopathie, iatrogénes ou encore liés a des anomalies génétiques (Rodier, 2001).

Les formes monogéniques sont par exemple le diabéte de type M.O.D.Y. (Maturity
Onset Diabetes of the Young). Plusieurs mutations ameénent a 1’apparition de ce type du
diabete, mutation du gene HNF-4a(MODY 1), mutation du géne de la glucokinase (MODY
2) , mutation du géne HNF-1a(MODY 3) , mutation du géne IPF-1 (MODY 4) , mutation du
gene HNF-1a(MODY 5) ,mutation du géne NEUROD 1 (MODY 6) mutation de I’ADN
mitochondrial (MODY 7) (Anonyme, 2003).

L.5. Diagnostic

Selon les critéres actuels, le diabete sucré est définie par une glycémie plasmatique a
jeun 1,26g/1 ou supérieur 2g/1 quelque soit I’heure de prélevement en présence des symptomes
clinique (polyurie, polydipsie, amaigrissement...), ce diagnostic peut également étre posé
devant une valeur 2g/l a la 120éme minute d’une épreuve d’hyperglycémie provoquée par

voie orale (HGPO). (Rodier, 2001).

I.6. Physiopathologie du diabéte sucré

I.6.1. Le diabéte type 1

Le diabéte de type 1 se caractérise par la destruction des cellules béta pancréatiques
(cellules insulino-sécrétrices) par un processus auto-immun conduisant & un déficit en
insulino-sécrétion. L’hyperglycémie apparait lorsque la plupart des cellules béta ne sont plus
fonctionnelles (80 a 90%). Ce processus auto-immun intervient sur un terrain génétique
susceptible (au moins 10 génes en cause) et souvent a la suite d’un facteur déclenchant

(Menon et Riebeiro, 2011).

1.6.1.1. Processus auto-immun

Les principaux auto-antigeénes ciblés par la réponse immune sont: 1’insuline et la pro-
insuline, la GAD, IA-2 (Henrik Borg et al., 1997). La destruction des cellules béta est
essentiellement due a une infiltration des ilots par des lymphocytes T helper CD4 et des
lymphocytes T cytotoxiques CD8. Ce processus se déroule a bas bruit pendant plusieurs

années. (Menon et Riebeiro, 2011).
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1.6.1.2. Prédisposions génétique

Les génes de prédisposition génétique appartiennent au complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) ; il s’agit de différents antigénes de classe 2 appelés HLA. En
fait, il semble que la prédisposition au diabéte de type 1 soit oligogénique, avec au moins une

vingtaine de loci identifiés (Young, 2011).

1.6.1.3. Facteurs environnementaux

De nombreux virus ont été¢ incriminés (coxsackies, CMV, rubéole, oreillons) sans
preuve formelle d’autant que chez I’animal a risque de diabete, certains virus peuvent étre
protecteurs. Quelques substances alimentaires (introduction trop précoce des protéines du lait
de vache) ou toxiques ont aussi €té suspectés, mais la encore la preuve directe de leur
implication dans le diabéte commun manque. Il ne faut pas confondre ces facteurs
environnementaux avec les facteurs précipitant de diagnostic (grippe, stress, etc.) (Young,

2011).

1.6.2. Le diabete type 2

L°’OMS caractérise le diabete de type 2 comme étant di a un déficit variable de
insulino-sécrétion, associé a un déficit variable a la sensibilité de 1’insuline. Cette définition
montre que cette forme de diabéte n’a pas un mécanisme physiopathologique univoque
(Girard, 1999). On peut distinguer deux principales variétés : Des formes monogéniques
liées a un déficit isolé de I’insulino-sécrétion et représentent 5 a 10% de diabete type 2, et des
formes polygénique qui sont des maladies multifactorielle ou se conjuguent des facteurs
héréditaires et des facteurs liés a ’environnement, dont le phénotype comporte une obésité
(80% des cas), une fréquence ¢élevée des facteurs de risque cardiovasculaire et une morbi-

mortalité cardiovasculaire sévere (Guillausseau et Laloi-Michelin, 2003).
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Figure 2: les trois principales anomalies métaboliques responsables de I’hyperglycémie dans

DNID (Broussolle et al., 1990).

1.6.2.1. Les troubles de I’insulino-sécrétion

Dans le diabéte de type 2, des anomalies de la sécrétion d’insuline sont observées chez
les patients atteints, avec une réduction progressive de la sécrétion d’insuline parallélement a
la durée dévolution de la maladie. Elles apparaissent tot, dés le stade de I’hyperglycémie

modérée a jeun et de I’intolérance au glucose (Alberti, et al. 1998).

Chez les non-diabétiques, 1’insuline est une hormone sécrétée a 1’état basal selon un
mode pulsatile, avec des pics de périodicité comprises entre 10 et 15 min, sa libération corrélé
avec les oscillations des concentrations intra-cytoplasmiques de Ca®™, plus amples et plus
lentes, de périodicité comprises entre 60 et 120 minutes, et qui contrdle 1’exocytose des grains
d’insuline ( Bergsten, 2000). Au cours du DNID, il existe une diminution ou une disparition
de la sécrétion oscillatoire rapide de I’insuline, qui constitue un des éléments de la

dysfonction insulaire (Trump, 1995).

1.6.2.2. ’insulino-résistance et diabéte type 2

Par définition I’insulino-résistance est la diminution de I’activité de 1’insuline sur les
tissus cibles , qui se manifeste principalement par une réduction de métabolisme musculaire
du glucose et une augmentation de sa production hépatique toute en faisant apparaitre la
nécessité d’un exces d’insuline pour obtenir une réponse quantitativement normale a
I’hormone. Le muscle représente le tissu majeur de linsulino-résistance, dans lequel
I’anomalie est localisée en aval du récepteur spécifique de I’insuline, au niveau de la voie
métabolique non oxydative du glucose, la synthése du glycogeéne (Guillausseau et Michelin,

2003).
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I.7. Les complications du diabéte

Le diabéte est un facteur de risque important de certaines maladies telles que les
infarctus, artérite, insuffisance cardiaque... etc. Il conduit fréquemment a 1’apparition de deux
sortes de complications : les complications aiguées et les complications chroniques (Scheen,

1997).

I.7.1. Les complications aiguées

Les principales complications métaboliques du diabéte sont présentées comme suit :

I.7.1.1. Le coma hypoglycémique
L’hypoglycémie correspond a une baisse anormale du glucose sanguin, cette
diminution peut survenir brutalement et meéne a un coma hypoglycémique qui aggrave 1’état

de conscience du patient (Menon et Ribeiro, 2011).

1.7.1.2. Le coma acédocétosique
La céto-acidose est une ¢lévation excessive de D’acidit¢ du sang due a une
augmentation des corps cétoniques et dont la physiopathologie est liée a deux anomalies : une

insulino-pénie, et une élévation des hormones de contre régulation (Rodier, 2001).

1.7.1.3. Le coma hyperosmolaire

L hyperosmolaire est due a une perte hydrique ou hyperglycémie prolongé suffisante
pour entrainer une déshydrations et insuffisance rénale fonctionnelle, qui provoque une
rétention soudée et une €lévation importante du seuil rénale du glucose (Menon et Ribeiro,

2011).

1.7.1.4. L’acidose lactique
L’acidose lactique survient d’une augmentation de la production des lactates, ou
lorsque ces lactates ne sont pas ¢éliminés du fait d’une insuffisance rénale (Pertek et al.,

2003).

1.7.2. Les complications chroniques
Les complications chroniques du diabéte comportent deux composantes: la

macroangiopathie et la microangiopathie.
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1.7.2.1. La microangiopathie

La microangiopathie apparait spécifique de I’hyperglycémie, correspond a des 1ésions
qui touchent les petits vaisseaux et souvent accompagnées par des modifications structurales
de la membrane basale. Elle est responsable des complications dite dégénérative du diabéte

sucré (Raccah ,2004).

1.7.2.1.1. La rétinopathie
La rétinopathie est la conséquence d’une hyperglycémie chronique, sa survenue est
corrélée a la durée du diabéte et au degré d’équilibre glycémique (Grimaldi, 1999-2000),

c’est une cause majeure de cécité dans les pays développés (Bush- brafin et Pinget, 2001).

1.7.2.1.2. La néphropathie
La survenue de la néphropathie diabétique apparait associ¢ a un mauvais contrdle
glycémique et une hypertension artérielle, elle peut conduire a une insuffisance rénale qui

impose le dialyse rénale pour que le patient puisse survivre a courte terme (Raccah ,2004).

1.7.2.1.3. La neuropathie

La neuropathie est caractérisée par I’absence de reflexe achillée associée a des
symptdmes ou a des signes objectifs de polynévrite, sa prévalence augmente avec la durée
d’évolution du diabéte et de nombreuses fibres nerveuses peuvent étre atteintes (Malgrange,

2008).

1.7.2.2. La macroangiopathie

La macroangiopathie se définit par une Iésion des artéres de gros et moyen calibre, elle
associe un athérome accéléré et une artériosclérose prématurée. Sa constitution ferait
intervenir I’hypertension artérielle, des anomalies lipidiques complexes, la toxicité vasculaire

du glucose et I’insulino-résistance (Bertin et Leuenegger, 1995).

I.8.Traitement du diabéte sucré
D¢ja lors de la pose du diagnostic du diabéte, les patients recoivent un premier
conseil structuré sur le diabéte et le traitement qui le correspond soit médicamenteux ou

non médicamenteux.
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I.8.1. Traitement non médicamenteux
1.8.1.1. Régime alimentaire
Le régime alimentaire est la premicre arme thérapeutique du diabéte. Il doit étre suivi

régulicrement des le diagnostic de diabete (Busch-Brafin et Pinget, 2001).

Le régime alimentaire se différe selon le type du diabéte :
Le régime chez un diabéte non insulinodépendant se base principalement sur la réduction
alimentaire en évitant la consommation excessive de sucre raffiné, 1’aliment trés énergétique
comme les graisses et ’alcool et les diabétiques de poids normal contrdle leur besoin

alimentaire en se basant sur ses rations habituelles (OMS, 1985).

1.8.1.2. Exercices physique

La pratique réguliere d’un exercice physique améliore la respiration, les fonctions
musculaires, diminue les dépdts de graisse et la pression artérielle. Biologiquement, elle
améliore la sensibilit¢ a I’insuline et induit un profil lipidique anti-athéromateux en
augmentant le HDL-cholestérol et en diminuant les triglycérides (Busch-Brafin et pinget,
2001). Cette activité conduit a une amélioration qui passe, au niveau du muscle strié, par une
translocation vers la membrane cytoplasmique des transporteurs GLUT4, une augmentation
du débit sanguin et une augmentation de la mise en réserve de glucose sous forme de
glycogeéne par activation du glycogene synthase. En plus I’activit¢ physique favorise
I’amaigrissement et/ou la stabilisation pondérale méme chez le sujet agé (drouan et al.,

1999).

1.8.2. Traitement médicamenteux

1.8.2.1. Traitement du diabete type I

1.8.2.1.1. Insuline

Le traitement du diabéte insulinodépendant repose sur 1’insulinothérapie, proposés
visent a reproduire I’insulino-sécrétion physiologique (Grimaldi, 1999-2000). Le patient par
I’insuline essayé de maintenir leur glycémie a des chiffres proche a la norme. La petite
injection sous-cutanée d’insuline répétée est plus efficace qu’une seule injection assez forte,
un taux persistant et stable d’insuline couvrant 1’état de jeune et des pics d’insuline pour faire
face aux besoins spéciaux crée par les repas. Ce traitement peut s’effectue aussi par
implantation d’appareils libérant d’insuline et greffe de tout ou partie de pancréas ou des ilots

de pancréas (OMS, 1985).



Chapitre I Le diabéte sucré

1.8.2.2.Traitement du diabéte type 2

1.8.2.2.1. Antidiabétiques oraux

Dans le cas du diabete type 2, les antidiabétiques oraux sont a peu pres tous
¢gaux pour abaisser ’HbAlc Seule la métformine semble un peu plus efficace et neutre
sur le poids. La décision de choisir tel ou tel médicament en plus de la métformine se
base sur des caractéristiques telles que durée d’action, effets indésirables et colits (Borm et

al., 2012).

1.8.2.2.1.1. Les glitazones (thiazolidinediones)

Les thiazolidinediones diminuent I'insulino-résistance au niveau du foie, du muscle
squelettique et du tissu adipeux ou elles jouent leur rdéle principal en stimulant la
différenciation adipocytaire. Elles diminuent la libération des acides gras libres et leur taux

circulant, diminuant ainsi l'insulino-résistance musculaire (Derfoufi et al., 2010).

1.8.2.2.1.2. Les sulfamides hypoglycémiants

Les sulfamides appartient a la famille des sulfonylurées, elle permet de réduire
I’hyperglycémie des diabétiques en stimulant la libération d’insuline sans influencé sa
synthese. Les sulfamides provoquent des hypoglycémies prolongé ce qu’il fait que ne doivent

plus étre utilisées dans I’insuffisance rénale modérée (Blicklé et al., 1999).

1.8.2.2.1.3. Les inhibiteurs de I'alpha-glucosidase

L’alpha-glucosidase est une enzyme qui se trouve dans l’intestin gréle. Elle
transforme les polysaccharides en monosaccharides. L’inhibition de cette enzyme ralentit la
digestion des glucides et diminue leur absorption, aboutissant a une baisse des glycémies
post-prandiales et de I’HbAlc. Il existe peu d’effets secondaires et peu de contre-indications

pour ces molécules (Fagherazzi-Pagel, 2002).

1.8.2.2.1.4. La métformine

A. Historique

Les biguanides sont des dérivés de la guanidine, une substance active extraite du
galega officinal (lilas d'Espagne), une plante déja utilisée au Moyen age pour ses propriétés
«antidiabétiques». L'effet hypoglycémiant de la guanidine a été découvert en 1918. En raison
de sa toxicité, des dérivés ont été recherchés activement deés 1920 (Rouiller, 2001). Les
biguanides comprennent la buformine, la métformine et la phenformine. Dans la mesure ou la
buformine a eu une diffusion trés limitée, ou la phenformine a été retirée du commerce dans

les années 70 dans de nombreux pays, dont les USA, du fait de son association a une acidose
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lactique mortelle, ou enfin la métformine a eu au contraire une diffusion ¢largie a la suite de
son introduction aux USA en 1995, I'é¢tude des biguanides se résume en pratique a celle de la
métformine (Lalau, 2000). La métformine (dimethylbiguanide) est utilisée depuis 1957
comme agent  antidiabétique. Les autres biguanides (phenformine) ne sont plus
commercialisés. L’absorption intestinale de la métformine est incompléte, concernant 70 a
80% de la dose ingérée. La métformine ne se lie pas aux protéines plasmatiques et est

¢liminée par voie rénale sous forme inchangée (carles, 2008).

B.Structure de métformine (Derfoufi et al., 2010).
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La métformine (dimethylbiguanide)

C. Mécanisme d'action
L'action de métformine est essentiellement extra-pancréatique, réduit la glycémie
basale et postprandiale en :
* Diminuant la production hépatique du glucose par inhibition de la néoglucogénése
et de la glycogénolyse.
sAmplifiant la sensibilit¢ a l'insuline par augmentation de la captation et de
l'utilisation périphérique du glucose, notamment au niveau musculaire.
» Retardant 1'absorption intestinale du glucose. Sur le plan moléculaire, il stimule la
glycogene synthétase et augmente la capacité des transporteurs de glucose(GLUT) (Foretz et

al., 2010).
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Figure 4 : le mode d’action de métformine (Vaidie et al, 2010).
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I1. La régulation de la glycémie
La glycémie ou la concentration de glucose dans le sang est un parameétre biologique

étroitement régulé et relativement constant. A jeun les valeurs usuelle sont comprises entre
3,9 et 5, 3mmol/l. Les variations de la glycémie reflétent la différence entre les prélévements
de glucose par les tissus périphériques et les apports provenant de 1’absorption intestinale et
de la sécrétion hydatique, et dans certaines conditions rénales. De trés nombreuses régulations
métaboliques et hormonales participent au maintien de la glycémie (Poortmans et Boisson,

2003).

I1.1.Les principaux organes impliqués dans la régulation de la glycémie

I1.1.1. Le role du foie

Le foie joue un role dominant dans ’homéostasie nutritionnelle. Dou¢ de propriété
considérable et souvent unique, reli¢é a trois fonctions principales : synthése, stockage et
transformation métabolique. I1 représente 2,5% de la masse corporelle et utilise 20% de la

dépense énergétique totale de repos (Leverve, 1999).

Son réle dans la régulation de la glycémie a ét¢ mis en évidence par Claude Bernard
en 1855, il régule la production et le stockage du glucose grace a un équipement enzymatique
dont I’aspect le plus important réside en glucose-6-phosphate qui lui confére la capacité de
redistribué ce glucose a I’ensemble de 1’organisme (Leverve, 1999). Cette régulation est

assurée par trois voies métaboliques :

II.1.1.1. La néoglucogenése: C’est une  voie métabolique, essentiellement
hépatocytaire est secondairement rénale réalise la synthése du glucose par le foie a partir de
divers précurseurs glucoformateurs, principalement le lactate et I’alanine qui provienne des

tissus périphérique, le glycérol et les autres acides aminés (Vaubourdolle, 2007).

I1.1.1.2.La glycogénolyse : Libération de glucose par hydrolyse du glycogéne, cette
dégradation se produit grice a une glycogéne phosphorylase : on obtient du glucose -1-
phosphate qui sera converti en glucose -6- phosphate captif, cependant le foie contient une
enzyme unique glucose-6-phosphatase qui enléve le groupement phosphate et donne le

glucose capable de passer dans la circulation (Froissart et al, 2010).

I1.1.1.3. La glycogénogenese : c’est la voie de mise en réserve du glucose. Elle

comporte trois étapes a partir du glucose-6-phosphate, et conduit a la formation de glycogene.

|g
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L’enzyme majeure de cette voie est la glycogene synthase, son importance réside dans le fait

que son action peut étre modulée par certains hormones (Richard, 1998).

I1.1.2. Le tissu adipeux

Depuis longtemps le tissu graisseux ¢été considéré comme inerte, ayant seulement une
fonction énergétique a long terme, c’est une structure polyédrique tridimensionnelle dans
laquelle s’organisent des lobules graisseux, eux méme composés d’adipocytes qui font des
réserves énergétique sous forme de triglycérides libérés selon les besoins de 1’organisme

(Dardour, 2012).

La lipogenese est la principale activit¢ du tissu adipeux au cour de quelle ’exces
d’ATP entraine une accumulation du glucose et également 1’intermédiaire de son métabolisme
seront dirigés a la synthese des triglycérides, ce dernier sera lipolys€ en acide gras et glycérol

lors d’une hypoglycémie (Glisezinski, 2007).

I1.1.3. Le muscle squelettique

Le muscle squelettique est un tissu majeur de I'organisme qui représente environ 36 %
a 45 % de la masse corporelle chez ’homme, il est responsable de 80% de la captation du
glucose et représente le site majeur de son utilisation en période postprandiale. La cellule
musculaire utilise la glycolyse comme voie métabolique de dégradation du glucose ce qui

mene a la production d’ATP et d’acide pyruvique (Katheen, 2004).

I1.1.4. Le rein

Le rein contribue a I’homéostasie du glucose par sa consommation afin de répondre a
ces besoins métaboliques (Esther Chan et al., 2012), aussi bien en post-absorptive qu’en
période post-prandiale, il produit le glucose par néoglucogenése au niveau du cortex, 1’utilise
pour assurer les besoins énergétiques de la medulla, et participe a sa réabsorption au niveau
de tubule rénale, son métabolisme est contr6lé a court terme par ’insuline et les

catécholamines(Girard, 2013).
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Des transporteurs spécifiques de glucose (SGLT) sont
responsables de la réabsorption rénale de glucose

Figure S : Réabsorption du glucose par un transport actif dans le tubule proximale

(Girard, 2013).

I1.2. La régulation hormonale de la glycémie

La régulation de la glycémie fait intervenir 1’insuline et les hormones de stresse ou
contre régulation (glucagon, adrénaline, hormone de croissance et cortisol), Des hormones de
tractus digestifs, la protéine Kinase-dépendante, et le systéme nerveux central (Ichai et al,
2009).

I1.2.1. L’insuline

L’insuline est synthétisée par les cellules beta des ilotes de I’angerhans du pancréas
sous forme de pro-insuline qui est en suite clivée pour former le peptide C et ’insuline
(Bouglé et Annane, 2005). Cette derniére est un peptide composé¢ de deux chaines : A de 21
acides aminés et B de 30 acides aminés, liée par des ponts disulfures (Magnan et Ktorza,

2005).

I1.2.1.1. Mode d’action

L’insuline stimule la pénétration du glucose dans le tissu adipeux et le muscle ou la
concentration en glucose est relativement basse, il a la capacité d’induire un recrutement des
GLUT4 par translocation rapide des transporteurs vers la membrane plasmique. Au niveau de
foie, les transporteurs majoritaires sont de type GLUT2 et non GLUT4. L’insuline n’agit donc
pas sur la pénétration de glucose par transporteurs dans 1’hépatocyte. Malgré cela, I’insuline
influence indirectement la pénétration du glucose dans la cellule hépatique par un effet

inductif sur la synthése de glucokinase (Richard et al., 1998).
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L’insuline favorise ’utilisation intracellulaire du glucose. Il stimule la glycogénése
c'est-a-dire la synthése de glycogéne a partir de glucose dans le foie et le muscle squelettique,
s’oppose a la glycogénolyse et réduit la production de glucose par le foie en inhibant la

néoglucogenese (D.Voet et J.G.Voet, 2004).

I1.2.2. Les hormones hyperglycémiants

I1.2.2.1. Le glucagon

Le glucagon humain est un polypeptide de 29 acides amings, il est produit par les
cellules alpha des ilots pancréatiques et par le tube digestif proximal, sa sécrétion est
augmenté¢ lors d’une hypoglycémie et aussi en repense a une stimulation des nerfs
sympathiques du pancréas, et 1’¢lévation de la glycémie la diminue, c’est une hormone de
libération d’énergie en mobilisant ces réserves grace a ces fonctions glycogénolytique,

lipolytique et cétogénique (Ganong, 2005).

Le glucagon est chargé d’approvisionner 1’organisme en glucose, c’est une hormone

hyperglycémiant agit en divers endroit sur le métabolisme glucidique :

e Stimule la glycogénolyse dans le foie et accroit par conséquent la production
hépatique de glucose.
e Inhibe la glycolyse, il favorise la sortie du glucose dans le flux sanguin et empéche sa

dégradation (Bourouina et Nguyen, 2008).

11.2.2.2. L’adrénaline
L’adrénaline est une hormone qui appartient a la famille des catécholamines, secrétée
par la glande médullosurrénale et stockée a I’intérieur des vésicules médullaire (Annane et
Maxime, 2005). L’adrénaline a des effets importants sur le métabolisme de glucose de facon
a préparer |’organisme a une réaction rapide si on a besoin, et I’'un de ces effets majeurs est du
a une augmentation de la dégradation du glycogéne en glucose-6-phosphate qui peut étre soit :
e Oxydé¢ dans les muscles via la glycolyse et le cycle de Krebs.
e Transformé en glucose au niveau du foie pour étre déversé dans le sang et étre utilisé

par les muscles (Anctil et al, 2006).
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11.2.2.3. L’hormone de croissance (GH)
C’est une hormone qui est produite et secrétée par 1’hypophyse antérieure, elle
augmente la glycémie en faisant augmenter le taux du glucose sanguin par trois mécanismes :
e Stimule la néoglucogenése a partir de la graisse.
e Bloque I'utilisation du glucose par les tissus autre que le systéme nerveux.

e Favorise I'utilisation des acides gras au lieu du glucose (Eckert, 1999).

I1.2. Mécanisme du transport du glucose

Le glucose est un substrat énergétique essentiel pour I’organisme (Bria, 2002). C’est
la principale forme sous laquelle I’apport glucidique est apporté lors de la nutrition parentéral
et entérale dont le role et d’assuré la couverture des besoins énergétiques (Delarue et
Desveaux, 1994). Son métabolisme est régulé¢ principalement par 1’équilibre entre les

hormones de stresse d’une part, et d’autre part de 1’insuline (chioléro, 2009).

I1.2.1. les transporteurs de glucose

Le transport de glucose se fait par le phénomene de diffusion facilité qui n’implique
pas de dépense énergétique. Cette diffusion facilité se fait dans un sens dépendant du gradient
de concentration et s’arréte lorsque I’état d’équilibre de chaque coté de la membrane
plasmique est atteint. Cependant, elle ne se fait pas de tout de la méme maniére que la
diffusion simple (garrett et grisham, 2000). Le glucose traverse la membrane plasmique par

deux familles de protéines :

A. Co-Transporteurs de sodium/glucose(SGLT) : La famille SGLT se compose de six
membres. Parmi eux, les SGLT1 et SGLT2 protéines, respectivement, sont
considérées comme les plus importantes et ont été largement explorées dans des
¢tudes portant sur les flux de glucose dans les deux conditions physiologiques et
pathologiques (Sabino-Saliva et al., 2010).

B. Transporteurs de glucose (GLUT) : cette protéine e st structuralement différente de

SGLT par son transport de glucose rapide et bidirectionnel (Charle et Burant, 1996).
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Figure 6: mod¢les d’orientation de :. les membres de GLUT (GLUT1 de GLUT?7),
et . les transporteurs sodium/glucose(SGLT1) (Charle et, Burant, 1996).

Tableau 2 : transport actif secondaire (Co-transport Na' /glucose) (Girard, 2013).

Fonction Km (mM) 2 Principaux sites d’expression

(& BB S Absorption de glucose 0,1-1,0
(& BIWA Absorption de glucose 1,6 Tubule rénal

Intestin gréle, tubule rénal

I1.2.1.1 Les GLUT impliqués dans le transport du glucose

Sont responsables de I’influx de glucose dans les cellules, sauf dans I’intestin et les
reins ou ils sont localisés sur la membrane baso-latérale des épithéliums et assurent I’efflux
de glucose de la cellule vers le plasma (Girard, 2013). les GLUT jouent un réle d’une navette
déplagant du sucre a travers la surface cellulaire, ces protéines forment un aqueux par lequel

le sucre peut se déplacer (Nia Bryant, 2010). La famille des protéines de transport du
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glucose par diffusion facilitée comporte plusieurs isoformes. L'expression de ces transporteurs
(GLUT) semble avoir une spécificité tissulaire, La structure théorique de ces protéines a été
déduite par Il'analyse de leur séquence peptidique tenant compte du caractere
hydrophile/hydrophobe des acides aminés (diagrammes d'hydrophobicité). L'ensemble de ces
protéines a la particularité d'avoir une structure globale identique caractérisée par l'existence
de douze segments transmembranaire, une boucle extracellulaire portant le site de
glycosylation, une grande boucle intracellulaire, et des extrémités amino et carboxy
terminales intracytoplasmiques. Leur masse moléculaire est de 1'ordre de 50 kDa (Bastard,

1995).

St de gy osylation

‘Sz?ié;it E%Eg;ia,éé?;

EDEr Sur -

Figure 7: prédiction de structure secondaire et I’orientation membranaire de transport

de glucose (D. voet et J.G.voet, 2004).
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Tableau III : Distribution tissulaire des Gluts ( Poortmans et Boisseau, 2003 ; Ichai et a/, 2011).

Km Expression tissulaire propriété Sensibilité a Muscle Tissu

(mM)* I’insuline squelettique adipeux

Classe I
GLUT1 Erythrocytes, cerveau

Fixation basal du glucose
GLUT2 7-20 Foie, rétine cellules B- Senseur de glucose des cellules P : transport hors Non Non Non
pancréatiques des cellules épithéliales de I’intestin et du rein

GLUT3 1-6 Cerveau Fixation basale de glucose Non Non Oui
GLUT4 Adipocyte, muscle, cceur  Fixation de glucose stimulé par I’insuline. Oui Oui Oui
Classe 11

GLUTS Adipocyte, coeur, muscle.  Transport de fructose Non Oui Oui
GLUT7 - Foie Transporter de glucose 6-phosphate dans le Nd Nd Non
réticulum endoplasmique

GLUT9 Foie. Rein Nd Nd Oui Non

GLUT11 Placenta, rein, muscle. Transport du glucose Oui Oui Non
Classe 111
GLUT6 Rate, cerveau Nd Non Non Non

GLUTS - Cerveau, prostate Transport du glucose dans le spermatozoide Oui Oui Oui
GLUT10 g Le foie, pancréas Transport du glucose Non Oui Non
GLUT12 ¢ Cceur, prostate Nd Oui Oui Oui
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II1.1. Le sperme

Selon clos et muller (1998), Le sperme est le résultat de I’addition d’une phase liquide
(constitué¢ par les sécrétions en provenance des différents segments du tractus génital
masculin) et d’une phase cellulaire(les spermatozoides, issus du tube séminifeéres). Il contient
deux vitamines ¢ et b12, de nombreux sels minéraux comme le calcium, le magnésium, le
phosphore, le potassium et le zinc. Le sperme contient aussi deux sucres ; fructose et sorbitol.
Le sperme est riche en protéine, en sodium et en cholestérol et contient des traces de

testostérone et d’autres hormones (Baccon et al., 1992).

I11.1.2. Spermatozoide

Il désigne le terme ultime de la différenciation des spermatides, le spermatozoide est
une cellule dont la complexité d’organisation n’a été bien révélée que par la microscopie
¢lectronique. La plus part des spermatozoides sont dépourvus d’organites tels que ribosome,
réticulum endoplasmique, appareil de golgi mais contiennent un nombre important de
mitochondrie trés différenciées (girod et czyba, 1977). Les spermatozoides sont des cellules

spécialisées qui sont trés cloisonnées (Brautigan, 2013).

II1.1.3. Transport de glucose dans le spermatozoide humain
Le M¢étabolisme ou l'absorption du glucose est essentiels pour la prolifération et la
survie des cellules comme les spermatozoides, la fertilit¢ des cellules germinales est

directement associée a I’hémostasie (Lampiao et Stefan, 2010).

Les transporteurs de glucose (GLUT), dans leur ensemble, sont principalement
responsables de transport d'hexose a travers les membranes des spermatozoides des
mammiferes, qui ont été localisés dans le plasma du sperme de I’étre humain et d’autres
especes. Ils jouent un role trés important dans le réglement de métabolisme de glucose et

fructose du sperme (Sancho et al., 2007).

I11.1.3.1. Les GLUT des spermatozoides
GLUT 8 est une nouvelle protéine transporteurs de glucose de 447-aminoacide (Lampiao

et Stefan, 2010).

GLUT 8 catalyse le transport facilité de glucose et aussi le fructose et le galactose. Il est
exprimé d’une maniere prédominante dans les testicules, et localiser dans la téte des
spermatozoides des souris et I’homme exactement dans la région de I’acrosome. L’insuline

est largement impliquée dans 1’expression des GLUTS sur la membrane des spermatozoides
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humains. La localisation intracellulaire de GLUT 8 est semblable a celle de GLUT4 sensible a

I’insuline (Gawlik et al., 2008).

Les études ont montré que le glucose est nécessaire pour la fonction du spermatozoide,
et il doit étre métabolisé¢ par le spermatozoide pour assurer la capacitation, pénétration de la

zone pellucide et la fusion sperme-ovule (Lampiao et Stefan, 2010).

I11.2. Globules rouges

I11.2.1. Définition

Le globule rouge qu’on appelle aussi « érythrocyte » ou « hématie » est une cellule
anucléée (dépourvue de noyau) qui a la forme d’un disque biconcave d’un diamétre d’environ

7,5um. 1l vit environ 120 jours. Il est formé des ¢léments suivants :

e Une membrane dont la structure est voisine de celle des autres cellules,
e Un cytoplasme qui contient d’eau, des ions, des enzymes, du glucose et surtout une
substance appelé hémoglobine, qui en est le constituent essentiel. La cytoplasme ne

contient aucun organite (bourouina, 2008).

I11.2.2. Membrane du globule rouge

La membrane du globule rouge présente une bicouche lipidique constituée du
cholestérol, des sphingolipides et des phospholipides, ou le cholestérol est distribué entre les
deux couches (mohandas et gallagher, 2008). Les protéines principales intrinseques de la

membrane du globule sont :

e la protéine bande 3 : une glycoprotéine de 929 acides aminés, elle traverse la
membrane plasmique par 12 ou 14 hélices o transmembranaires (lodish, 2000).

e le transporteur du glucose(GLUT1) : qui est une protéine transmembranaire ancré
dans la membrane plasmique. Ce transporteur fait des interactions avec la bande 3
d’un coté et avec un réseau cytosquelettique via les protéines dématine et 1’adducine

de I’autre coté (mohandas et gallagher, 2008).
IT1.3. Le transport du glucose dans les érythrocytes humains

Dans les érythrocytes, le transport du glucose s’effectue uniquement par le systéme de
diffusion facilitée du glucose (garret et grisham, 2000). Le transporteur de glucose des
érythrocytes humains (GLUT 1) est une glycoprotéine de 492 résidus, trés conservé (98%

d’homologie de séquence entre I’homme et le rat), présent 12 hélices o traversant la
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membrane et forment un cylindre hydrophobe (lodish et al., 2005). Sa masse moléculaire est
d’environ 55 Kda (garrett et grisham, 2000). Le transport de glucose par le GLUT 1 se fait
par la liaison du glucose a la protéine de coté externe de la membrane, suivie d’un
changement conformationel qui fermerait le premier site tout en exposant le deuxieéme. Le
glucose se dissocierait alors de la protéine apres avoir traversé la membrane (figure 8). Le
transporteur de glucose fournit donc le moyen d’équilibrer des concentrations en glucose de
part et d’autre de la membrane de 1’érythrocyte sans perte concomitante de petites molécules

ou d’ions (lodish et al., 2005).

Extériour GLi:'Tl ® Glucose

N 4
Glucose |.
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— - -
Fl
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face b l'extérieur a llintérieur de la cellule L face b I"axtdrieur
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t |

Figure 8 : Les GLUT1 exprimés sur la membrane des érythrocytes.
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I. Matériel et méthodes
Notre travail consiste a étudier I’effet de la métformine (molécule antidiabétique), sur
le transport de glucose par deux modeles cellulaires, a savoir le spermatozoide et le globule

rouge humains.

I.1. Matériels

I.1.1. Matériels biologiques

I.1.1.1. Spermatozoides humains

Les spermatozoides utilisés dans cette expérience sont des spermatozoides humains,
obtenus a partir des personnes désirant effectuer des analyses sur leur qualité du sperme, dont
I’abstinence sexuelle est du trois jours. Les échantillons du sperme proviennent d’un

laboratoire d’analyses médicales dans la région de Bejaia.

1.1.1.2. Globules rouges
Les échantillons du sang proviennent du méme laboratoire d’analyses médicales, et

prélevés généralement a partir des personnes matures.

1.1.2. Produits chimiques

L’antidiabétique (glucophage 500mg) utilis¢ lors de cette étude a été procuré a partir
d’une pharmacie dans la ville de Béjaia (Algérie), provient de FAMAR LYON (France).

Le kit de dosage de glucose (glucose oxydase), provenant de Spinreact (Espagne), a

été procuré de FAPROLAB, un point de vente des réactifs chimiques dans la ville de Bejaia.

Les autres réactifs chimiques tels que le NaCl, glucose et autres, sont obtenus au prés

de Chemopharma.

I.2. Méthodes

I.2.1. Préparation des échantillons

I.2.1.1. Préparation des échantillons du sperme

Les échantillons du sperme ont été préparés a partir du sperme frais, obtenus par
masturbation des personnes matures, désirant faire des analyses sur leur qualité du sperme. Le

sperme a ¢té collecté apres trois jours d’abstinence sexuelle au minimum.

Apres 30 minutes de liquéfaction, le sperme a été dilué a 50% (v/v) par une solution
isotonique (Nacl 0.9%) puis réparti sur plusieurs tubes secs. Différentes doses de métformine

(250, 300, 600 pg/ml) ont été ajoutées aux €échantillons préparés. Par la suite un volume de
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100 pl de solution glucosée est ajouté a chaque échantillon, de telle sorte a obtenir une

concentration finale de 3 mg/ml de glucose.

1.2.1.2. Procédure expérimentale
Les différents parameétres spermatiques ainsi que le glucose consommée par les

spermatozoides, ont ét¢ mesurés chaque une demi heure pendant cette expérience.

1.2.1.2.1. Effet de la métformine sur les différents parametres de mobilité
Immédiatement apres I’ajout de la solution glucosée, une analyse des parametres de
mobilité spermatique a été réalisée a I’aide d’un analyseur informatique de sperme (Sperm

Class Analyzer), puis I’analyse a été répétée chaque 30 minute.

digital camera

microsc ope compi iter Makler cou -||i|-|_;.l chamber

Figure 9: sperm class analys(SCA) Figure10: cellule de makler

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
fréquence de batement des spermatozoides(BCF) en HZ et I’amplitude de déplacement latéral

de la téte (ALH).

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

I’expérience.
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Figure 11: Analyse du sperme par logiciel SCA Figure 12 : les différents parameétres
De Trajectoires calculés par le

CASA

1.2.1.2.2. Effet de la métformine sur la capture de glucose

L’effet de la métformine sur la consommation de glucose par les spermatozoides, a été
¢tudié en mesurant la quantité de glucose consommée par ces derniers. Pour cela, apres
chaque 30 minute de ’ajout de glucose, un volume de 200 pl de chaque échantillon a été
centrifugé a 400xg pendant 10 minutes.

Apres centrifugation, 5 pl du surnageant obtenu a été ajouté a un volume de 1ml de

réactif de dosage de glucose (glucose oxydase).

Aprés 15 minutes d’incubation a une température ambiante (25°C), la quantité¢ de
glucose consommée par les cellules a été détectée par mesure de I’absorbance du mélange

réactionnel a 520nm.

1.2.1.3. 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 ¢éliminé a été remplacé par une

solution isotonique (Nacl 0.9%).

L’¢échantillon du sang préparé a été réparti sur plusieurs tubes secs, puis dans chaque
tube a été ajouté différentes doses de métformine (125, 250, 375 pg/ml) ont été ajoutées aux
¢chantillons préparés. Par la suite un volume de 100 pl de solution glucosée est ajouté a

chaque échantillon, de telle sorte a obtenir une concentration finale de 3 mg/ml de glucose.
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1.2.1.4. Procédure expérimentale
La consommation de glucose par les globules rouges a ét¢é mesuré chaque une demi

heure pendant cette expérience.

1.2.1.4.1. Effet de l1a métformine sur la capture de glucose

L’effet de la métformine sur la consommation de glucose par les globules rouges, a été
¢tudi¢ en mesurant la quantit¢ de glucose consommeée par ces derniers. Pour cela, apres
chaque 30 minute de ’ajout de glucose, un volume de 200 pl de chaque échantillon a été

centrifugé a 3000rpm pendant 10 minutes.

Aprées centrifugation, 5 pl du surnageant obtenu a été ajouté a un volume de Iml de

réactif de dosage de glucose (glucose oxydase).

Aprés 15 minutes d’incubation a une température ambiante (25°C), la quantité de
glucose consommeée par les cellules a ét¢ détectée par mesure de I’absorbance du mélange

réactionnel a 520nm.

1.3. Analyse statistique
En utilisant un logiciel de statistique Statview, 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 la variance (ANOVA).
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I1. Résultats et discussion

La métformine est un antidiabétique oral, de la classe des biguanides, conseillé comme
un traitement du diabéte de type 2. Il abaisse le niveau plasmatique de glucose, cholestérol
LDL, triglycérides et agit en diminuant la néoglucogenese hépatique et en augmentant la

sensibilité des tissus périphériques a 1’action de I’insuline (Nygaard et al., 2012).

I1.1. L’effet de 1a métformine sur la mobilité des spermatozoides humains
L’effet de la métformine sur 1’amélioration de la mobilit¢ des spermatozoides
humains, ainsi que 1’utilisation de glucose par ce type de cellules sont représentés sur les

figures suivantes :

B gluc+metf
[ M gluc

% de mobilité
Y
o
)

temps en heures

Figurel3: Histogramme représentant les pourcentages de la mobilité des spermatozoides

humains en présence et en absence de la métformine

Nous constatons d’apres la figure 13 que le pourcentage des spermatozoides mobiles
dans 1’échantillon contenant le glucose seul, dépasse largement celui observé dans
I’échantillon traité par la métformine/glucose, et cela durant les premiers temps de

I’expérience (1 heure).

Apres 2 heures du début du test, I’échantillon traité par métformine/glucose, a connu
une amélioration progressive dans le pourcentage des spermatozoides mobiles. Cette
différence pourrait €tre expliquée par I’effet tardif de la métformine qui apparait

essentiellement apres 2 heures.

Le pourcentage des spermatozoides mobiles a atteint son maximum apres 5 heures
d’incubation dans I’échantillon trait¢ par métformine/glucose, tandis que la mobilité des

spermatozoides traités par le glucose seul, diminue progressivement pour atteindre une valeur
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tres faible aprés 5 heures. Vers la fin de I’expérience (7 heures), la mobilit¢ a diminué

considérablement dans les deux échantillons (10 a 15% spermatozoides mobiles).

La mobilité des spermatozoides des mammiferes, est soutenue par la phosphorylation
oxydative mitochondriale et la glycolyse, en présence du glucose dans le liquide séminale
(Ponglowhapan et al, 2004). La glycolyse a un role inattendu important en fournissant I'ATP
nécessaire a la mobilit¢ des spermatozoides sur toute la longueur du flagelle (Mukai et

Okuno, 2004).

Le glucose seul améliore la mobilité, ce qui a ¢été observé aprés une heure
d’incubation, cela confirme que le glucose sert d’un carburant essentiel a la mobilité¢ des
spermatozoides. Lorsqu’ils sont soumis au traitement glucose/métformine, les spermatozoides
ont connu une mobilité meilleure, ce qui nous laisse suggérer que la métformine améliore la
mobilité¢ en stimulant la cellule spermatique a utiliser le glucose. Ce dernier qui sera utilisé
par la cellule dans le but de produire I’ATP nécessaire au mouvement du spermatozoide.
L’effet apparait aprés deux heures d’incubation, cela pourrait étre du a I’action tardive de ce

médicament, qui agit probablement a I’intérieur de la cellule.

I1.1.1. L’effet de la métformine sur la VCL et VSL des spermatozoides humains
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Figure 14: histogramme représentant la variation des VCL et VSL des

spermatozoides humains

La figure 14 montre que les valeurs de la VCL et VSL des spermatozoides incubés
dans le milieu (glucose/métformine), sont plus €levées que celles des spermatozoides incubés

dans un milieu qui contient seulement du glucose, notamment aprés deux heures d’incubation

(t4).
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L’amélioration dans les vitesses des spermatozoides traités par la métformine,
confirme 1’effet de ce médicament sur la stimulation de la mobilité en général, qui est en

relation avec I’amélioration des différentes vitesses.

Similaire a I’effet observé sur la mobilité, 1’action de la métformine sur les vitesses
des spermatozoides s’accentue aprés deux heures, le temps nécessaire pour que les cellules
répondent a I’action du médicament. L’effet de la métformine sur les spermatozoides
humains, serait au niveau du transport de glucose, ce dernier qui fait appel a un type de
protéines membranaires spécialisées (GLUT), dont le résultat final est d’augmenter
I’utilisation de glucose par les spermatozoides. Une fois dans la cellule, le glucose sera
transformé en ATP par deux voies principales, la glycolyse et la phosphorylation oxydative.
Cette dernicre voie se déroule essentiellement dans les mitochondries qui sont immobiles et
trés nombreuses au niveau de la piece intermédiaire du spermatozoide, a fin de répondre au

besoin énergétique du flagelle, dont la plupart des mouvements résultent de ses battements.

I.1.2. L’effet de la métformine sur I’amplitude de déplacement latéral de la téte

(ALH) des spermatozoides humains

temps t (30mn)

B guc
B gluc+métf
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Figure 15 : Histogramme représant les variations de la ALH en fonction du temps et

des échantillons téstés.

La figure 15 montre que dans les premiers temps de 1’expérience (t1), les valeurs de
HLA des spermatozoides incubés dans le glucose seul, sont plus importantes que celles des
spermatozoides traités avec la métformine. Tandis que la HLA augmente progressivement
apres 1 heure chez les spermatozoides traités avec la métformine, et persiste jusqu’a la fin de

I’expérience.
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Les mouvements de la téte des spermatozoides (HLA), est un mouvement qui
nécessite une consommation importante de 1’énergie. Cette dernicre est fournie
essentiellement par la dégradation de glucose a D'intérieur de la cellule. Le glucose en
présence de la métformine, serait capturé massivement par le spermatozoide, sa dégradation
est corrélée positivement avec sa capture, 1’énergie libérée est d’autant plus importante dans

CC cas.

1.1.3. Effet de la métformine sur la fréquence de croisement de VCL et VAP
(BCF) (beat-cross frequency)

La mesure de cette variable nous renseigne sur les changements de direction effectués
par le spermatozoide. La figure 16 illustre les variations de BCF des spermatozoides en

fonction de temps et des échantllon téstés.
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Figure 16 : histogramme représentant la variation de fréquence de (BCF) des spermatozoides

humains

Nous constaton d’apreés le resultat obtenu que les spermatozoides des deux
¢chantillons presentent presque les mémes BCF tout au long de I’expérience.
Maha M et ces collaborateurs en 1997, ont rapporté que la BCF des spermatozoides ne
varie pas considérablement en présence du glucose dans le milieu.

Cela reviendrait au fait que ce paramétre ne dépend pas de la qualit¢é du mouvement

(rapide ou lent), mais plutot du type du mouvement (ondulaire ou linéaire).

I.2.1’effet de la métformine sur la capture de glucose par des spermatozoides
humains.
L’utilisation du glucose est nécessaire pour soutenir la mobilité et la capacitation des

spermatozoides humains (kimberly et al., 2010). Sur la figure16 sont représentés les résultats



Chapitre 11 Résultats et discussion

obtenus sur la capture de glucose par les spermatozoides humains sous [’effet de la
métformine. Les valeurs de 1’absorbance sont inversement proportionnelles a la

consommation de glucose par les cellules.
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Figure 17 : histogramme représentant I’effet de la métformine sur la consommation de

glucose par les spermatozoides humains

A partir des résultats obtenus, nous remarquons que les spermatozoides incubés dans
différentes doses de métformine ont montré une consommation plus importante de glucose,
par rapport a celle observée dans I’échantillon non traité. Cela reviendrait a une entrée

massive de glucose dans les spermatozoides, stimulée essentiellement par la métformine.

Le mode d’action de la métformine réside principalement dans I’inhibition de la
néoglucogenese hépatique, et I’augmentation de 1’utilisation de glucose par les cellules. Ce
dernier mode d’action serait le méme dans les cellules germinales (spermatozoides et

ovocytes).

Ce résultat explique 1’amélioration de la mobilité assurée par la métformine, et qui est
montrée sur les figures précédentes. En Fait la métformine améliore la mobilité spermatique
ainsi que ces différents parameétres de vitesse, en conditionnant une entrée massive de glucose

dans les spermatozoides.

B glu+mét300ug
| O glurméteooug



Chapitre 11 Résultats et discussion

I.3. Effet de la métformine sur la capture du glucose par les globules rouges
humains

La figure 18 montre I’effet de la métformine sur la consommation de glucose par les
globules rouges humains. Les valeurs de 1’absorbance sont inversement proportionnelles a la

quantité de glucose consommée.

,35
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Figure 18: Effet de la métformine sur la capture de glucose par les globules rouges

humains

A partir des résultats obtenus, nous constatons que la dose la plus faible de la
métformine agit plus sur ’utilisation de glucose par les érythrocytes humains. Tandis que les
doses les plus élevées n’ont pas montré d’effet. L’échantillon d’érythrocytes non traité par la

métformine a montré une consommation progressive et significative de glucose.

Nous déduisons d’apres le résultat, que la métformine n’agit pas positivement sur la
consommation de glucose par le globule rouge, et d’autant la dose augmente, I’effet apparait
moindre, cela reviendrait a ’insensibilité des transporteurs de glucose exprimés sur la

membrane des érythrocytes (GLUT1) a I’action de la métformine.

Nous pouvons aussi suggérer, que les doses élevées de la métformine ont agit
négativement sur le transport de glucose a I’intérieur de globule rouge, a cause de la toxicité
qu’elles induisent, en causant un dysfonctionnement dans le transport membranaire des

érythrocytes.

|g
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Le mode d’action de la métformine sur I’augmentation de transport de glucose par les
cellules a 1’état basal, n’est pas bien €lucid¢é, mais il est trés bien connu que la métformine

augmente la sensibilité des tissus a 1’action de I’insuline, a coté de son action sur 1’inhibition

de la néoglucogenese dans les hépatocytes.

D’aprés nos résultats, la métformine agit surtout sur les transporteurs insulino-
sensibles tels que les GLUTS8 de la membrane des spermatozoides, que sur les transporteurs

non insulino-sensibles tels que les GLUT1 des érythrocytes.



Conclusion et perspective

Conclusion et perspectives
A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons conclure que :

Apres les tests effectués afin de montrer I’effet de la métformine sur la capture du glucose
par le globule rouge et le spermatozoide humain, il s’est avéré que la métformine améliore la
mobilité des spermatozoides en stimulant la capture et ’utilisation du glucose par les cellules
spermatiques a travers les transporteurs membranaires de glucose (GLUT). Ceci est vérifié
aussi par la progression des vitesses des spermatozoides, telles que la VCL, VSL, AHL.
Tandis que, ce médicament na pas d’effet sur 1’utilisation du glucose par les globules rouges.
L’effet de la métformine est plus considérable sur les transporteurs de glucose
insulinodépendants (GLUTS), situés sur la membrane des spermatozoides que sur les
transporteurs de glucose non insulinodépendants (GLUT1), situés sur la membrane des

érythrocytes.

L’ensemble de ces résultats obtenus constitue une premicre étape dans la recherche de
molécules a effet antidiabétique, dont le mécanisme d’action est d’augmenter 1’utilisation de

glucose par les tissus périphériques.
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RESUME

L’objectif du présent travail est d’étudier 1’effet de la métformine sur la capture de

glucose par les spermatozoides et les globules rouges humains.

Le seul biguanide encore commercialis¢ comme antidiabétique est la métformine
(diméthylbiguanide) qui existe depuis 1957. La métformine est un antidiabétique orale utilisé
dans le traitement de diabéte non insulinodépendant. Plusieurs tests on étés réalisés sur des
¢chantillons du sperme et du sang traités par différentes doses de métformine. Nous avons
constaté que la métformine améliore la mobilité spermatique ainsi que ces différents
paramétres (VCL, VSL, BCF, HLA) en conditionnant 1’entrée massive de glucose dans les
cellules. La métformine n’a pas montré d’effet considérable sur la consommation de glucose

par les érythrocytes humains.
Mot clés : métformine, spermatozoide, érythrocyte, parametres spermatiques, glucose.
SUMMARY

The objective of this work is to study the effect of biguanide on glucose uptake by a

human sperm

The only biguanide antidiabetic is sill marketed as metformin(dimethybiguanide) that
exists since 1957. Metformin is an oral antidiabetic agent used in the treatment of non-insulin
dependent diabetes. Several tests were performed on samples summers sperm and human red
blood celle treated with different doses of métformine which was found positive effect of
metformin on considering sperm motility parameters(VCL,VSL, BSF, HLA) while
conditioning the massive entry of glucose in the cells. The metformin did not show a

considerable effect on the consumption of glucose by the human erythrocytes.

Keywords: metformin, spermatozoa, erythrocyte, sperm parameters, glucose.



	page de garde Master.doc
	Membre de jury.doc
	Dedicaces HASSIBA.docx
	LOIUYT.docx
	SOMAITE 2.docx
	Liste des abréviations.docx
	Liste des figures 2.docx
	Liste des tableaux 1.docx
	Introductio1.do métffo (4).docx
	CHAPITRE I.docx métfo (1).docx
	CHAPITRE II.docxm+®tfor.docx
	tableau des GLUT POUR CHAPITRE II.docx
	CHAPITRE III.docx métfor.docx
	Matériel et méthodes FINAL.docx
	métformine resultat à discuter 3.docx
	Conclusion m+®tfo.docx
	Références bibliographiques.docx
	r+®sum+® m+®tfo.docx

